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Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der funktionellen Rolle des Zelladhäsionsmoleküls 
L1CAM und dessen heterophilischen Bindungspartnern Neuropilin-1 (NRP-1) und β1 Integrin 
auf humanen Pankreas Tumorendothelzellen in vitro. 
 
Es konnte gezeigt werden, dass das Pankreas Tumorgewebe sich im Vergleich zu 
peritumoralem nicht-malignen Pankreasgewebe durch erhöhte Vaskularisierung sowie durch 
eine selektiv erhöhte endotheliale L1CAM Expression in situ unterscheidet.  
Zusätzlich konnten belegt werden, dass die Pankreas Tumorendothelzellen im Vergleich zu 
den Kontrollendothelzellen eine erhöhte L1CAM Expression in vitro zeigten. Weitere 
Untersuchungen bewiesen eine Tumormikromilieu- sowie Zytokin-induzierte Modulation der 
endothelialen L1CAM Expression.  
Die erhöhte L1CAM Expression der Tumorendothelzellen korrelierte mit einer selektiv 
verstärkten Migrations- und Angiogenesekapazität in vitro. Weiterhin vermittelte eine erhöhte 
L1CAM Expression der Tumorendothelzellen eine selektiv gesteigerte Zelladhäsion und –
transmigration von Tumorzellen und regulatorischen T-Zellen durch Tumorendothel in vitro.  
Die spezifische Blockade von L1CAM und dessen Bindungspartnern NRP-1 und β1 Integrin 
auf Kontroll- und Tumorendothel in vitro bestätigte deren funktionelle Rolle an der selektiv 
gesteigerten Migration und Ausbildung tubulärer Fortsätze der Tumorendothelzellen in vitro. 
Ebenfalls die gesteigerte Zelladhäsion und transendotheliale Migration von Tumorzellen und 
regulatorischen T-Zellen konnte durch spezifische Blockade von L1CAM und dessen 
Bindungspartnern funktionell inhibiert werden.  
Die Blockade von L1CAM und dessen Bindungspartnern NRP-1 und β1 Integrin auf 
Tumorendothel könnte als therapeutische Ansatz zur Inhibition der Angiogenese, zur 
Blockade von Metastasierungsprozessen sowie zur Inhibition einer Treg-selektiven 













The present work deals with the functional role of the cell adhesion molecule L1CAM and its 
heterophilic binding partners Neuropilin-1 (NRP-1) and β1 integrin on human pancreatic 
tumor endothelial cells in vitro.  
 
It could be demonstrated that the pancreatic tumor tissue compared to peritumoral non-
malignant pancreatic tissue differs by increased vascularization and a selective increase of 
endothelial L1CAM expression in situ. 
In addition, we observed that the pancreatic tumor endothelial cells compared to the control 
endothelial cells showed increased L1CAM expression in vitro. Further investigation 
demonstrated a tumor microenvironment- and cytokine-induced modulation of endothelial 
L1CAM expression.  
The increased L1CAM expression of the tumor endothelial cells correlated with a selective 
increased migration and angiogenic capacity in vitro. Furthermore, the increased expression 
of L1CAM mediated a selective increase in cell adhesion and transmigration of tumor cells 
and regulatory T-cells through the tumor endothelium in vitro. 
The specific inhibition of L1CAM and its binding partners NRP-1 and β1 integrin in control 
and tumor endothelial cells in vitro confirmed their functional role in the selectively increased 
migration and tube formation of the tumor endothelial cells in vitro. Also the increased cell 
adhesion and transendothelial migration of tumor cells and regulatory T-cells could be 
functionally blocked by specific inhibition of L1CAM and its respective binding partners. 
The inhibition of L1CAM and its binding partners NRP-1 and β1 integrin tumor endothelial 
cells could serve as a therapeutic approach to an inhibition of vascularization and metastatic 
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1.1 Das Endothelium 
 
Das Endothel besteht aus einer konfluenten Einzelschicht von abgeflachten, rhomboid-
förmigen Zellen, welche die innere Schicht der Blutgefäße bilden. Der Großteil der 
Blutgefäße ist aus drei Schichten aufgebaut. Die innere, dem Blut zugewandte, Schicht wird 
tunica intima genannt. Sie besteht aus Endothel, Basalmembran und elastischem 
Bindegewebe, membrana elastica interna. Die tunica media liegt darunter und wird in glatte 
Muskulatur und bei Arterien vom muskulären Typ, in membrana elastica externa unterteilt. 
Den Abschluss des Gefäßes zur Peripherie, bildet eine Bindegewebsschicht, tunica externa, 
die neben Fibrozyten auch zahlreiche Mastzellen enthält (Abbildung 1.1) (Bassenge und 
Heusch, 1990; Heusch, 1990). Endothelzellen haben bei einem erwachsenen Menschen eine 
Masse von 1-1,5kg (Cines et al., 1998; Luscher und Barton, 1997) und bekleiden eine 
Oberfläche von etwa 700m² (Luscher und Barton, 1997). Die phänotypische Heterogenität 
spiegelt die der endothelialen Funktionen wider (Fajardo, 1989).  
 
 
Abbildung 1.1: Aufbau der Blutgefäße. Arterien und Venen, lassen sich in drei Schichten unterteilen. Die innere 
Schicht (Tunica intima) besteht aus der Endothelschicht und der anliegenden Basalmembran. Bei Arterien ist 
diese Schicht zur mittleren Schicht, der Tunica media, durch eine Membran aus elastischem Bindegewebe 
abgegrenzt. Die Tunica media besteht aus Muskelgewebe und bei Arterien aus einer weiteren elastischen 
Bindegewebsschicht. Die Tunica externa (oder adventitia) ist aus kollagenem Bindegewebe aufgebaut (geändert 
nach Vorlage der MSN Encarta, 2008). 
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Dabei ist das Rezeptorrepertoire orts- und situationsspezifisch angepasst (Polverini, 1996). 
Endothelzellen kontrollieren lebenswichtige physiologische Prozesse, wie Blutgerinnung und 
Homöostase des Blutes, sowie die Vermittlung der Transmigration von 
immunmodulatorischen Zellen (Biernacki et al., 2001; Cines et al., 1998; Hirata et al., 2002; 
Marelli-Berg et al., 1999; Prat et al., 2001; Rodig et al., 2003; Wong et al., 1999). 
 
1.1.1 Das Tumorendothelium 
 
Der Vergleich von Endothelien in normalen Geweben mit Tumorendothel zeigt mannigfaltige 
Unterschiede. Das Tumorendothel zeigt einen hohen Grad von Desorganisation und 
Disintegrität (Eberhard et al., 2000; Konerding et al., 2001). Der Blutfluss durch 
Tumorendothelien ist dysreguliert, wodurch es häufig zu Agglomeration, zum lokalen 
Erliegen des Blutflusses und zur Umkehr der Blutfließrichtung kommt (Tozer et al., 2005; 
Tozer und Morris, 1990). Zudem ist das Blut und das umliegende Gewebe neben den 
Tumorzellen stark hypoxisch und zeigt einen veränderten vaskulären Tonus (Helmlinger et 
al., 1997). In diesem Umfeld verhalten sich Endothelzellen stark abweichend. Das 
Tumorendothel proliferiert schneller und partizipiert aktiv an der Angiogenese (Denekamp 
und Hobson, 1982). Das peritumorale Gewebe sowie das Tumorgewebe sind mit Nährstoffen 
angereichert, was sich u. a. in einer erhöhten Glukosekonzentration äußert. Sie zeigen 
aufgrund der Laktatproduktion durch anaerobe Glykolyse einen stark erniedrigten pH-Wert 
und befinden sich in einem konstanten oxidativen Stress (Brown und Bicknell, 2001; 
Toyokuni et al., 1995). Endothelzellen zeigen im Tumor einen veränderten Phänotyp, der dem 
einer aktivierten Endothelzelle im inflammatorischen Zustand ähnelt. Dies äußert sich in 
veränderten Expressionsmustern für Proteine verschiedenster Funktion, u. a. verschiedene 
Adhäsionsproteine, und einem erhöhten Metabolitentransport (Nanda und St Croix, 2004). 
Demnach ist das Endothelium stark vom Tumor beeinflusst, was sich auf Permeabilität, 
Motilität und Expression von Adhäsionsmolekülen auswirkt und somit auch die Zell-Zell 
Interaktion und die transendotheliale Migration beeinflusst (Engelhardt und Wolburg, 2004; 







1.2 Tumor Angiogenese 
 
Angiogenese bezeichnet die Neubildung von Blutgefäßen durch Sprossung von Kapillaren 
aus bereits bestehenden Gefäßen (Folkman, 1984). Physiologisch tritt Angiogenese nur im 
Embryo sowie Fetus und im adulten Organismus bei zyklischen Prozessen im Eierstock und 
in der Plazenta sowie bei der Wundheilung auf. Alle weiteren Formen der Angiogenese sind 
mit pathologischen Vorgängen, wie Diabetes (Martin et al., 2003), rheumatoider Arthritis 
(Cao et al., 2005) und Tumorerkrankungen (Carmeliet, 2005), verbunden. Tumore wachsen 
bis zu einer Größe von etwa 1-2mm3 bevor deren Versorgung mit Sauerstoff und Metaboliten 
aufgrund der Diffusionsgrenze eingeschränkt werden (Papetti und Herman, 2002). Induktion 
der Angiogenese, bezeichnet als Angiogenic switch, erfolgt durch eine Verschiebung des 
Gleichgewichts von pro- und anti-angiogenen Faktoren auf Seite der pro-angiogenen Faktoren 
durch physiologische Stimuli wie z. B. Hypoxie (Dor et al., 2001). Als pro-angiogene 
Faktoren wurden u. a.  der vaskuläre endotheliale Wachstumsfaktor (vascular endothelial 
growth factor, VEGF), der basale Fibroblasten Wachstumsfaktor (basic fibroblast growth 
factor, bFGF) und der Blutplättchen abgeleitete Wachstumsfaktor (platelet-derived growth 
factor, PDGF) identifiziert (Bergers und Benjamin, 2003). 
Der Prozess der Angiogenese umfasst mehrere sequentielle Phasen, beginnend mit der 
Aktivierung der Endothelzellen durch vom Tumor sezernierte, pro-angiogene Faktoren, die an 
ihre jeweiligen Rezeptoren auf den Endothelzellen binden. Dies führt zu einer Aktivierung der 
Endothelzellen. Anschließend erfolgt die Degradation der Extrazellulären Matrix (EZM) und 
der Basalmembran durch aktivierte Metalloproteasen (Grant und Kleinman, 1997). Die 
aktivierten Endothelzellen proliferieren und migrieren durch die EZM. Durch Polarisation der 
migrierenden Endothelzellen kommt es schließlich zur Bildung tubulärer Fortsätze. 
Abschließend erfolgt die Generierung der EZM und die Stabilisierung der neu gebildeten 
Zell-Zell Kontakte durch Rekrutierung von glatten Muskelzellen und Perizyten (Abbildung 
1.2) (Folkman, 1984).  
 
Dieser klassische Mechanismus der Angiogenese kann durch alternative Mechanismen der 
Tumorvaskularisierung ergänzt werden. Diskutiert werden augenblicklich die Mechanismen i) 
der splittenden Angiogenese, bei dem durch Einstülpung der Gefäßwand in das Lumen des 
Gefäßes zwei neue Gefäße ausgebildet werden, ii) der Gefäß Kooption, bei der der Tumor 
bereits bestehende Gefäße umwächst und sich dadurch zunutze macht, iii) der vaskulogenen 
Mimikry, bei der Tumorzellen zu einem Endothelzell-Phänotyp dedifferenzieren und Gefäß-
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ähnliche Strukturen ausbilden, und iv) der Rekrutierung von endothelialen Vorläuferzellen aus 
dem Knochenmark und einer damit einhergehenden Neovaskularisierung des Tumors (Hillen 
und Griffioen, 2007). 
 
 
Abbildung 1.2:  Der Prozess der Angiogenese besteht aus mehreren Phasen. Pro-Angiogene Faktoren werden 
vom Tumor produziert und ausgeschüttet. Sie binden an spezifische Rezeptoren auf Endothelzellen und 
induzieren eine modulierte Signaltransduktion, Aktivierung der Endothelzellen, Degradation der Basalmembran 
und Proliferation der Endothelzellen. Es kommt darauffolgend zur gerichteten Migration der Endothelzellen. 
Dies führt zum Auswachsen tubulärer Fortsätze und Neuordnung der EZM. Nach Stabilisierung der Zell-
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1.3 Transendotheliale Migration 
 
Die Migration von Zellen durch das Endothelium setzt spezifische adhäsive Interaktionen 
zwischen den transmigrierenden Zellen und den Endothelzellen voraus. Aktivierte 
Endothelzellen produzieren sowohl lösliche als auch Oberflächenmoleküle, die die Interaktion 
mit den transmigrierenden Zellen vermitteln. Zu den verantwortlichen Oberflächenmolekülen 
gehören die Zelladhäsionsmoleküle (cell adhesion molecules, CAMs), die in Integrine, 
Selektine und Immunglobulin-Superfamilien-Moleküle eingeteilt werden.  
 
Die Vorgänge während der transendothelialen Migration können in vier Phasen eingeteilt 
werden. Während der Annäherung der Zelle an die Gefäßwand vermitteln hauptsächlich von 
Endothelzellen exprimierte Selektine eine kurze und gering affine Bindung von 
Glykoproteinen und/oder –Glykolipiden der transmigrierenden Zelle an das Endothel. Diese 
initiale Interaktion führt zu einer Verlangsamung der Zelle im Blutstrom, so dass es zu einer 
Rollbewegung entlang der Endothelzellen kommt. Während der Rollphase, erlaubt die 
Proximität der beiden Zelltypen verstärkte Interaktion über Integrine, hauptsächlich β7- und β1 
Integrine, welche die jeweiligen Rezeptoren, MAdCAM-1 und VCAM-1, auf der 
Endothelzelloberfläche binden. In der Rollphase entscheidet sich, ob die Interaktion über die 
jeweilig exprimierten Rezeptoren und Liganden ausreichen, um die Bindung der rollenden 
Zelle an das Endothel zu erhalten. Nur ein kleiner Anteil der rollenden Zellen erhält die 
nötigen Signaltransduktionen, um weiterhin zu adhärieren und somit durch Chemokine, die 
auf der Endothelzelloberfläche während der Aktivierungsphase exprimiert werden, eine 
weitere Stimulation zu erfahren (Davies und Hagen, 1993). Chemokin-aktivierte Zellen 
pressen sich flach an die Endothelzellen und zeichnen sich durch eine höhere 
Bindungsaffinität aus. Es kommt zu einer bidirektionalen Aktivierung der Zelltypen. 
Hierdurch werden die Zellen stimuliert, lokomotorisch an fenestrierte Verbindungsstellen 
zwischen den Endothelzellen zu gelangen. Dieser Stimulus sorgt für das Abstoppen des 
Rollens, dem Arrest, und für Zell-Interaktionsmöglichkeiten mit VCAM-1, ICAM-1 und 
PECAM-1, welche die transendotheliale Migration einleiten. Gleichzeitig werden die 
interendothelialen Verbindungen aufgelockt und somit den transmigrierenden Zellen die 
Diapedese erleichtert. Abschließend kann eine parazelluläre, d. h. zwischen zwei 
Endothelzellen hindurch, oder transzelluläre, d. h. durch eine Endothelzelle hindurch, 
Migration der Zelle durch das Endothelmonolayer ins anliegende Gewebe erfolgen 




Abbildung 1.3: Essentielle Interaktionen während der transendothelialen Migration. Die transendothelialen 
Migration kann in vier Abschnitte eingeteilt werden. 1. Die Annäherung der Zellen an das Endothel erfolgt 
durch lokale Verlangsamung des Blutflusses und Ausbildung schwacher Bindungen über Selektine. 2. Die 
Rollphase vermittelt eine Verlangsamung der Zellen am Endothel und eine verbesserte Interaktionsmöglichkeit 
mit dem Endothel über Integrine. 3. Die Rollphase sorgt mit den stark ausgeprägten Interaktionsmöglichkeiten 
für die Aktivierung beider Interaktionspartner. Diese Aktivierung wird durch chemoattraktive Moleküle und 
Transmembran-Rezeptoren (TMR) vermittelt. 4. Der Arrest der Zellen am Endothel sorgt lokal für eine 
permanente Aktivierung des Endothels und der Zelle. Diese Aktivierungskaskade kann zur Fenestration des 
Endothels führen, was eine Vorraussetzung für die transendotheliale Migration darstellt (verändert nach von 
Andrian und Mackay, 2000). 
 
 
1.4 Das Zelladhäsionsprotein L1CAM (CD171) 
 
1.4.1 Struktur von L1CAM 
 
L1CAM ist ein 200-220kDa großes Glykoprotein, das zur Familie der Immunglobulin-(Ig-) 
Superfamilie gehört (Moos et al., 1988). Das ursprünglich in der Maus charakterisierte 













1988), in der Ratte (NILE) (Lee et al., 1981), im Huhn (NgCAM) (Grumet et al., 1984) und in 
Drosophila (Neuroglian) (Bieber et al., 1989) auf. Der extrazelluläre Teil von L1CAM besteht 
aus sechs Ig-Domänen, gefolgt von fünf Fibronektin Typ III-ähnlichen Domänen (Hortsch, 
1996). Die extrazellulären Domänen sind durch eine kurze transmembrane Sequenz mit einer 
hoch konservierten zytoplasmatischen Domäne verbunden (Abbildung 1.5) (Moos et al., 
1988; Reid und Hemperly, 1992; Sonderegger und Rathjen, 1992). L1CAM besitzt mehr als 
20 potentielle Glykosylierungsstellen (Moos et al., 1988). Durch Sequenzierung wurden im 
murinen L1CAM zwei und im humanen L1CAM ein RGD-Motiv identifiziert, die in der 
sechsten Ig-Domäne lokalisiert sind. Das zweite RGD-Motiv im humanen L1CAM ist durch 
einen Aminosäureaustausch zu LGD mutiert. Weiterhin enthält das Molekül zwei alternativ 
gespleißte Mini-Exons. Durch alternatives Spleißen des Exons 2 enthält die extrazelluläre 
Domäne des neuronal exprimierten L1CAM das aus fünf Aminosäuren bestehende Motiv 
YEGHH (Jouet et al., 1995), das im nicht-neuronal exprimierten L1CAM fehlt. Im 
zytoplasmatischen Teil von L1CAM wird durch alternatives Spleißen das Aminosäuremotiv 
RSLE (Exon 27) eingefügt, dessen Expression ebenfalls nur in Zellen des zentralen 
Nervensystems nachgewiesen werden kann (Miura et al., 1991; Takeda et al., 1996).  
 
L1CAM liegt nicht nur in einer transmembranen Form vor, sondern kann durch Abspaltung 
des extrazellulären Teils in eine lösliche Form überführt werden, die funktionell aktiv ist. 
Melanomzellen spalten L1CAM von der Zelloberfläche ab und bauen es in die benachbarte 
extrazelluläre Matrix ein (Montgomery et al., 1996). Lösliches L1CAM kommt auch in 
malignem Aszites und Serum von Ovarialkarzinom Patientinnen vor (Fogel et al., 2003a; 
Gutwein et al., 2005). Es kann die Migration von Gliomzellen stimulieren (Izumoto et al., 
1996). Überdies induziert aus Aszites aufgereinigtes lösliches L1CAM die Zellmigration und 
die Phosphorylierung von Erk (Gutwein et al., 2005). 
Bei der proteolytischen Prozessierung von L1CAM sind mehrere Proteine beteiligt. Die 
extrazelluläre Spaltung von L1CAM kann im membranproximalen Bereich konstitutiv durch 
ADAM10 (a disintegrin and metalloproteinase) oder stimuliert durch ADAM17 erfolgen 
(Gutwein et al., 2003; Maretzky et al., 2005; Mechtersheimer et al., 2001; Stoeck et al., 
2006a). Der in der Membran verbleibende C-terminale Teil von L1CAM wird dann mittels 
regulierter intramembraner Proteolyse (regulated intramembrane proteolysis, RIP) durch eine 
γ-Sekretase weiter prozessiert, wodurch ein kleines, lösliches, zytoplasmatisches Fragment 
entsteht, welches ins Zytosol entlassen wird (Maretzky et al., 2005). Außerdem können die 
Serinproteinasen Plasmin und Trypsin L1CAM in der dritten FNIII-Domäne spalten (Nayeem 
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et al., 1999; Sadoul et al., 1988). Kalus et al. (2003) konnten zeigen, dass L1CAM in diesem 
Bereich zusätzlich durch die Proprotein-Konvertase PC5A prozessiert werden kann. Die 
L1CAM Spaltung kann jedoch nicht nur an der Zelloberfläche sondern auch in intrazellulären 
Kompartimenten oder in von Tumorzellen abgegebenen Exosomen und apoptotischen 
Membranvesikeln sowohl konstitutiv als auch stimuliert durch ADAM10 stattfinden (Gutwein 
et al., 2003; Gutwein et al., 2005; Stoeck et al., 2006a). 
 
 
Abb. 1.5: Schematische Strukturübersicht von L1CAM. Die Darstellung zeigt die Ig-Domänen 1-6, gefolgt von 
den fünf Fibronektin Typ III-Einheiten, dem transmembranen Bereich und der hoch konservierten 
zytoplasmatischen Domäne. Neben den Positionen der extrazellulär bzw. zytoplasmatisch alternativ gespleißten 
Mini-Exons (YEGHH und RSLE) sind die RGD-abhängige Integrinbindungsdomäne sowie die Bereiche der 
extrazellulären proteolytischen Spaltung gekennzeichnet. Das Protein ist über Ankyrin mit dem Zytoskelett der 
Zelle verbunden. Die zytoplasmatische Domäne enthält mehrere Phosphorylierungsstellen. 
 
 
Die zytoplasmatische Domäne von L1CAM enthält die hoch konservierte Sequenz 
1224SFIGQY1229, welche die Bindung an Ankyrin und damit eine Assoziation mit dem 
Zytoskelett ermöglicht (Garver et al., 1997). Die Bedeutung dieser Interaktion zeigt sich in 
den schwerwiegenden neurologischen Defekten in AnkyrinB- und L1CAM-knockout Mäusen 







































Eine Erklärung für die bei diesen Tieren beobachteten Störungen des Axonwachstums bieten 
die Daten von (Nishimura et al., 2003). Diese zeigen, dass die homophilische Interaktion der 
extrazellulären L1CAM-Domänen eine Assoziation zwischen L1CAM und AnkyrinB 
induziert. Da AnkyrinB zusätzlich mit F-Aktin verbunden ist, baut sich durch den retrograden 
Transport von F-Aktin eine Zugkraft auf, die Vorraussetzung für das L1CAM-vermittelte 
Auswachsen der Neuriten ist. Im Widerspruch dazu beschreiben Gil et al. (2003), dass 
Ankyrin die Aktin-abhängige retrograde Bewegung von L1CAM inhibiert und eine 
Interaktion mit statischen Komponenten des Zytoskeletts vermittelt. Vermutlich spielen die 




1.4.2 Vorkommen und Funktion von L1CAM 
 
Das L1CAM Gen ist sowohl in der Maus als auch im Menschen X-chromosomal lokalisiert 
(Djabali et al., 1990). Mehr als 100 Mutationen konnten in diesem Gen bereits identifiziert 
werden, welche zu schweren neurologischen Missbildungen und Fehlfunktionen führen 
(Brummendorf et al., 1998). Dazu gehören X-chromosomal vererbter Hydrocephalus, MASA-
Syndrom (mental retardation, aphasia, shuffling gait and adducted thumbs) oder spastische 
Paraplegie Typ I (SPG1) (Fransen et al., 1994; Jouet et al., 1994; Rosenthal et al., 1992; Van 
Camp et al., 1993; Vits et al., 1994). 
 
L1CAM wurde ursprünglich als ein Zelladhäsionsprotein des Nervensystems identifiziert. 
Dort wird es in erster Linie auf Axonen und Wachstumskegeln sich entwickelnder Neuronen 
exprimiert. Das neuronale L1CAM ist an der Migration (Lindner et al., 1983; Thelen et al., 
2002), Adhäsion (Keilhauer et al., 1985), am Auswachsen von Neuriten (Chang et al., 1987; 
Doherty et al., 1995) sowie an der Bündelung (Faszikulierung) (Fischer et al., 1986) und 
Myelinisierung von Neuriten (Wood et al., 1990) beteiligt. Es spielt damit eine wichtige Rolle 
bei der Entwicklung des Gehirns und Nervensystems. L1CAM wird auch auf verschiedenen 
hämatopoetischen Zellen, wie Knochenmarkzellen, reife Thymozyten und der Mehrheit der 
peripheren B- und T-Lymphozyten in der Maus gefunden (Kowitz et al., 1992; Kowitz et al., 
1993). Eine L1CAM Expression auf Endothelzellen konnte ebenfalls mehrfach nachgewiesen 
werden (Felding-Habermann et al., 1997; Kaifi et al., 2006a; Pancook et al., 1997; Prevost et 
al., 2002; Thies et al., 2002; Voura et al., 2001). Im humanen Immunsystem wird L1CAM 
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auf CD4+-T-Lymphozyten und peripheren B-Lymphozyten schwach exprimiert (Ebeling et 
al., 1996; Pancook et al., 1997). Daneben konnte L1CAM auf unterschiedlichen 
Tumorentitäten, wie z. B. Melanom, Neuroblastom, Gliom, Bronchial-, Nierenzell- und 
Pankreaskarzinome sowie gastrointestinale und kolorektale Tumore nachgewiesen werden 
(Allory et al., 2005; Boo et al., 2007; Fogel et al., 2003b; Gavert et al., 2005; Kaifi et al., 
2007; Kaifi et al., 2006b; Meli et al., 1999; Sebens Muerkoster et al., 2007; Senner et al., 
2002; Thies et al., 2002).  
 
Während L1CAM im Nervensystem gut charakterisiert ist, ist über die funktionelle 
Bedeutung von L1CAM im Immunsystem und im Tumorgewebe noch wenig bekannt. 
L1CAM kann als co-stimulatorisches Protein bei der T-Zellaktivierung wirken. 
Transfektionen von murinen Myelomzellen mit humanem L1CAM erhöhen die Fähigkeit 
dieser Zellen, T-Lymphozyten zu aktivieren (Balaian et al., 2000). In Tumorgeweben 
beeinflusst L1CAM vermutlich die Progredienz der Karzinome. So konnte gezeigt werden, 
dass die Überexpression von L1CAM mit der Bildung von lymphatischen und hämatogenen 
Metastasen beim malignen Melanom assoziiert ist (Thies et al., 2007; Thies et al., 2002). 
Kowitz et al. (1993) berichteten, dass die Expression von L1CAM auf der murinen 
Lymphomzelllinie Esb-MP einen Einfluss auf das Tumorwachstum und die Metastasierung 
hat. Die Daten von Ohnishi et al. (1998) lassen vermuten, dass L1CAM durch die Erhöhung 
der Invasion und Migration von Gliomzellen die Metastasierung begünstigt. Ebenso zeigte die 
Publikation von Gavert et al. (2007), dass die Co-Expression von L1CAM und ADAM10 in 
Kolonkarzinomzellen die Kapazität der Zellen zur Bildung von Metastasen im Maus-Modell 
erhöht. In immunhistochemischen Analysen von Kolon- und Ovarialkarzinomen lokalisiert 
L1CAM an der invasiven Front des Tumors, während die innere Tumorzellmasse weitgehend 
negativ für L1CAM ist (Gast et al., 2005; Gavert et al., 2005). In Melanomen, kolorektalen 
Karzinomen sowie Karzinomen der Ovarien, des Uterus und des Endometriums korreliert die 
Expression von L1CAM mit einer schlechten Prognose für die betroffenen Patienten (Allory 
et al., 2005; Boo et al., 2007; Fogel et al., 2003a; Fogel et al., 2003b; Kaifi et al., 2007; Thies 
et al., 2002; Zecchini et al., 2008).  
 
Die funktionelle Rolle von L1CAM in Tumorzellen konnte in verschiedenen in vitro und in 
vivo Studien weiter definiert werden. So berichten Gast et al. (2005), dass eine L1CAM 
Überexpresssion in Ovarialkarzinomzellen ein verstärktes Tumorwachstum in NOD/SCID-
Mäusen bewirkt. Eine erhöhte L1CAM Expression auf Tumorzellen führt ferner zu einer 
EINLEITUNG 
 11 
verstärkten Motilität der Zellen auf EZM Proteinen und einer erhöhten Invasivität in vitro 
(Gast et al., 2005; Gavert et al., 2005; Meier et al., 2006; Shtutman et al., 2006). Weiterhin 
konnte gezeigt werden, dass die Expression von L1CAM in Karzinomzellen deren Apoptose- 
und Chemoresistenz fördert (Sebens Muerkoster et al., 2007; Stoeck et al., 2006a). Durch 
Depletion von L1CAM in Ovarialkarzinomzellen erlangen diese ihre Sensitivität zur 
Apoptoseinduktion zurück (Stoeck et al., 2006a). Ebenso konnten Silletti et al. (2004) eine 
durch L1CAM induzierte, dauerhafte Aktivierung der MAP Kinase Erk nachweisen, die zu 
einer Erk-abhängigen Genregulation führt. Zugleich bewirkt die Expression von L1CAM in 
Tumorgeweben von Kolonkarzinom Patienten eine veränderte Genexpression (Gavert et al., 
2007). Gast et al. (2008) wiederum konnten zeigen, dass eine Mutation der Aminosäuren 
Threonin1247 und Serin1248 (hL1mutTS) im zytoplasmatischen Teil von L1CAM die Erk-
abhängige Genregulation aufheben kann. Mit dieser mutierten L1CAM Form kann das 
Tumorwachstum in NOD/SCID Mäusen, die Migration und Invasion von Tumorzellen und 
der embryonalen Nierenzelllinien HEK293 in vitro, sowie die L1CAM-abhängige 
Genregulation auf Ebene L1CAM negativer Zellen reduziert werden. Durch eine Behandlung 
der Tumorzellen mit einem L1CAM spezifischen monoklonalen Antikörper (mAk) können 
die durch diese mutierte Form von L1CAM beobachteten Effekte bestätigt werden (Gast et 
al., 2008). Auch andere Autoren konnten ein therapeutisches Potential verschiedener L1CAM 
spezifischer mAk nachweisen. So bewirkt eine Behandlung von Tumorzellen mit L1CAM 
spezifischen mAk eine Reduktion der Zell-Proliferation in vitro, ein reduziertes 
Tumorwachstum in vivo, sowie eine erhöhte Überlebensrate von Tumor-tragenden Mäusen, 
die mit einer Reduktion der Bildung von malignem Aszites einhergeht (Arlt et al., 2006; 
Knogler et al., 2007; Novak-Hofer et al., 2008; Primiano et al., 2003). Die bisher 
beschriebenen Effekte von L1CAM in verschiedenen Tumorzellsystemen konnten von 
Zecchini et al. (2008) noch weiter differenziert werden. So konnten die Autoren 
unterschiedliche Funktionen in nicht-karzinogenen ovarialen Epithelzellen und 
transformierten Ovarialkarzinomzellen L1CAM zuweisen. In den nicht-karzinogenen 
Epithelzellen fördert L1CAM die Zell-Zell-Adhäsion und verstärkt die induzierte Apoptose in 
vitro. L1CAM zeigt jedoch keinen Einfluss auf die Invasions- und Proliferationskapazität 
dieser Zellen in vitro. Im Unterschied dazu inhibiert L1CAM in Ovarialkarzinomzellen die 
interzelluläre Adhäsion, fördert die Apoptoseresistenz, die Invasions- und 
Proliferationskapazität der Zellen, sowie die transendotheliale Migrationskapazität in vitro.  
 
Wie die L1CAM Expression reguliert wird, ist bisher weitgehend unbekannt. (Wolman et al., 
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2007) beschreiben eine Regulation der axonalen L1CAM Proteinmenge über eine genetische 
Interaktion mit Semaphorin3D, was zur Faszikulierung von Axonen führt. Eine Inkubation 
von immortalisierten Epithelzellen des Pankreas mit dem Transformations-Wachstumsfaktor-
β1 (transforming growth factor β1, TGF-β1) führt ebenfalls zu einer Erhöhung der L1CAM 
Expression. Alternativ lässt sich die L1CAM Expression durch Co-Kultur mit Pankreas 
Myofibroblasten, die TGF-β1 sezernieren, erhöhen (Geismann et al., 2008; zur 
Veröffentlichung eingereicht). In Ovarialkarzinomzellen ist die L1CAM Expression durch 
den Hepatozyten-Wachstumsfaktor (hepatocyte growth factor, HGF) stimulierbar (Novak-
Hofer et al., 2008). Van Kilsdonk et al. (2008) konnten nachweisen, dass L1CAM in 
Melanomzellen durch das Zelladhäsionsprotein ALCAM regulierbar ist. Dabei führt eine 
lösliche Form von ALCAM, bestehend aus der ersten Ig-Domäne, zur Suppression der 
L1CAM Expression. Eine Deletionsmutante von ALCAM, bei der die ersten zwei Ig-
Domänen deletiert wurden, bewirkt hingegen eine Verstärkung L1CAM Expressionsmenge. 
In Kolonkarzinomzellen wiederum konnte eine Regulation der L1CAM Expression über den 
β1-Catenin/TCF Signalweg nachgewiesen werden (Gavert et al., 2005). 
 
1.4.3 Bindungseigenschaften von L1CAM 
 
Die Gruppe der extrazellulären Bindungspartner von L1CAM kann unterteilt werden in i) 
neuronale Zelladhäsionsmoleküle (CAMs) wie L1CAM selbst, Nr-CAM, F3/II/contactin und 
Axonin-1/TAG-1/TAX-1; ii) nicht Ig-Familien CAMs wie Integrine; iii) Komponenten der 
extrazellulären Matrix wie Laminin, Phosphocan und Neurocan und iv) Rezeptoren wie EGF-
Rezeptor (Islam et al., 2004), FGF-Rezeptor (FGFR) und Neuropilin-1 (NRP-1) (Castellani et 
al., 2000). Die Assoziation mit unterschiedlichen Bindungspartnern bestimmt dabei die 
Funktion von L1CAM während der Entwicklung des Nervensystems. So nutzen PC12 Zellen 
die homophilische L1CAM-Interaktion für die homotypische Zelladhäsion, während die 
Bindung an ανβ3-Integrine sowie eine heterophilische Interaktion mit NCAM das 
Neuritenwachstum stimuliert (Heiland et al., 1998; Horstkorte et al., 1993; Kadmon et al., 
1990; Yip und Siu, 2001; Yip et al., 1998). Weiterhin induzieren heterophilische 
Interaktionen mit Axonin-1/TAG-1/TAX-1 (Kuhn et al., 1991) oder F3/FII/contactin 
(Brummendorf und Rathjen, 1993; Morales et al., 1993) das initiale Auswachsen der Axone. 
Dieses wird durch Bindung von L1CAM an Neurocan blockiert (Friedlander et al., 1994; 
Rauch et al., 2001). Außerdem wurde beschrieben, dass die homophilische L1CAM-
Interaktion eine Aktivierung des FGFR zur Folge hat, wodurch ebenfalls das 
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Neuritenwachstum stimuliert wird (Doherty und Walsh, 1996; Saffell et al., 1997; Williams et 
al., 1994). Cheng et al. (2005) konnten eine Interaktion von L1CAM mit dem Adapterprotein 
RanBPM in vitro und in vivo nachweisen. Diese Interaktion führt zur Blockade einer 
L1CAM-induzierten Aktivierung von Erk und einem L1CAM-vermittelten 
Neuritenwachstum. Daneben interagiert die erste Ig-Domäne von L1CAM mit NRP-1 und ist 
damit Teil eines Rezeptorkomplexes, der für die Repulsion von Axonen durch Semaphorin3A 
(Sema3A) verantwortlich ist (Castellani et al., 2000; Castellani et al., 2002). Während die 
Bindung in cis zur Bildung des Rezeptorkomplexes für Sema3A notwendig ist und zur 
Repulsion von Axonen führt, kann die Bindung in trans durch lösliches L1CAM diese 
Repulsion umkehren. Die Bindung von Sema3A an NRP-1 führt zudem zu einer Co-
Internalisierung von L1CAM und NRP-1 durch einen L1CAM-vermittelten Clathrin-
abhängigen Mechanismus (Castellani et al., 2004). Weiterhin wurde eine Interaktion von auf 
Ovarialkarzinomzellen exprimiertem L1CAM mit auf Mesothelzellen exprimiertem NRP-1 
nachgewiesen (Stoeck et al., 2006). Es konnte ebenfalls eine trans Interaktion von L1CAM 
mit dem GPI-verankerten Protein CD24 auf auswachsenden Neuriten bewiesen werden 
(Kadmon et al., 1995; Kleene et al., 2001). Mit Hilfe von aufgereinigtem murinen CD24 und 
L1CAM konnte zudem gezeigt werden, dass die Bindung zwischen CD24 und L1CAM nur 
zustande kommt, wenn CD24 mit a-2,3-Sialylsäuren modifiziert ist (Kleene et al., 2001). 
Weitere Bindungspartner von L1CAM stellen verschiedene Integrine dar. Neben αvβ5 kann 
L1CAM auch mit α5β1, αvβ1, αvβ3 und dem Thrombozyten-spezifischen Integrin αIIbβ3 über 
das RGD-Motiv in der sechsten Ig-Domäne interagieren (Blaess et al., 1998; Ebeling et al., 
1996; Felding-Habermann et al., 1997; Hall et al., 2004; Hall und Hubbell, 2004; Kleene et 
al., 2001; Moos et al., 1988; Oleszewski et al., 1999; Reidy et al., 2006; Ruppert et al., 1995; 
Voura et al., 2001). Eine RGD-unabhängige Bindung geht L1CAM mit α9β1 ein (Silletti et al., 
2000). Die Bindung der sechsten Ig-Domäne von L1CAM an αvβ3 auf Endothelzellen bewirkt 
eine Phosphorylierung des L1CAM Proteins, des vaskulären endothelialen Wachstumsfaktor-
Rezeptors 2 (vascular endothelial growth factor receptor 2, VEGFR2) sowie des 
Transkriptionsfaktors NFκB (Hall und Hubbell, 2004; Reidy et al., 2006).  
 
Die Assoziationen zwischen L1CAM und den verschiedenen Bindungspartnern können in cis, 
innerhalb derselben Zellmembran, oder in trans, zwischen benachbarten Zellen, stattfinden. 
Weiterhin wurde dargestellt, dass cis-Interaktionen die Affinität der L1CAM-Bindung an 
Liganden in trans erhöhen (Feizi, 1994; Kadmon et al., 1995; Schmidt et al., 1996). Die 
Mechanismen, welche die Affinität zu verschiedenen Bindungspartnern regulieren, sind nur 
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teilweise aufgeklärt. Arbeiten von De Angelis et al. (2002) zeigen, dass die N-terminale 
Sequenz YEGHH, die durch das Mini-Exon 2 kodiert wird, für die homo- sowie 
heterophilische Bindung an neuronale Liganden, wie Axonin-1/TAG-1/TAX-1, wichtig ist. 
(Haspel und Grumet, 2003) unterscheiden zwischen zwei Bindungsmodellen. Beim 
modulären Modell vermitteln einzelne extrazelluläre Domänen von L1CAM die Assoziation 
mit bestimmten Bindungspartnern. Beispielsweise lokalisieren die Bindungsstellen für 
Neurocan und Neuropilin-1 in der ersten Ig-Domäne (Castellani et al., 2002; Oleszewski et 
al., 1999), während die Bindung an verschiedene Integrine über das RGD-Motiv in der 
sechsten Ig-Domäne erfolgt (Felding-Habermann et al., 1997; Montgomery et al., 1996; 
Oleszewski et al., 1999). Im kooperativen Modell, das die Assoziation zwischen L1CAM und 
neuronalen Zelladhäsionsmolekülen beschreibt, kooperieren die ersten vier Ig-Domänen 
miteinander. Vermutlich kommt es zur Ausbildung einer hufeisenförmigen Struktur, die 
bereits für die L1CAM verwandten Proteine Hemolin (Su et al., 1998) und Axonin-1 





Neuropilin-1 (NRP-1) ist ein 130kDa transmembranes Glykoprotein, das u. a. auf Neuronen, 
Osteoblasten, glomerulären Epithelzellen, arteriellen Endothelzellen, Dendriten und naiven T-
Zellen sowie Tumorzellen exprimiert wird (Harper et al., 2001a; Harper et al., 2001b; Herzog 
et al., 2001; Soker et al., 1998; Tordjman et al., 2002). NRP-1 stellt einen Rezeptor für die 
Klasse 3 Semaphorine 3A, 3B, 3C, 3D und 3F sowie verschiedene Mitglieder der VEGF 
Familie, VEGF-A165, VEGF-B, VEGF-E und Plazenta Wachstumfaktor (placental growth 
factor, PlGF) (Staton et al., 2007). NRP-1 besteht aus den drei extrazellulären Domänen 
a1/a2, b1/b2 und c, einer transmembranen Region und einem kurzen, 40 Aminosäure-
umfassenden, zytoplasmatischen Teil. Die Domänen a1/a2 und b1/b2 stellen Bindungsstellen 
für die Klasse 3 Semaphorine dar. Zusätzlich bindet die b1/b2 Domäne auch VEGF-A165 
(Staton et al., 2007). Durch Interaktion der c Domänen kann NRP-1 Homodimere ausbilden 
(Renzi et al., 1999). Weiterhin kann NRP-1 durch alternatives Splicen als lösliches Molekül 
von der Zelle sezerniert werden. Lösliches NRP-1 umfasst die extrazellulären Domänen a1/a2 
und b1/b2 (Abbildung 1.6). Liegt lösliches NRP-1 dimerisiert vor, kommt es u. a. zur 
Aktivierung des VEGFR2 durch VEGF-A165 und einer erhöhten Proliferation von 
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Endothelzellen. Als Monomer hingegen fungiert lösliches NRP-1 als natürlicher Inhibitor von 
VEGF durch Bindung desselben (Cackowski et al., 2004; Gagnon et al., 2000; Yamada et al., 
2001). 
 
NRP-1 ist während der Entwicklung des Nervensystems an der Wegfindung von Neuronen 
und am Auswachsen von Axonen beteiligt ist (Chen et al., 2005). Dabei bilden NRP-1 und 
L1CAM Teil eines Rezeptorkomplexes für die Bindung von Semaphorin3A (Sema3A), die 
die Richtung des axonalen Wachstums durch Attraktion oder Repulsion beeinflussen (siehe 
Abschnitt 1.4.3) (Castellani et al., 2000). Exprimiert auf Endothelzellen spielt NRP-1 eine 
wichtige Rolle bei der Bildung von Blutgefäßen. Eine Studie von Kitsukawa et al. (1995) 
zeigte, dass NRP-1 defiziente Mäuse durch schwere Fehlbildungen des Herz-Kreislauf-
Systems bereits in der Embryonalphase sterben. Darüber hinaus konnten Murga et al. (2005) 
nachweisen, dass NRP-1 die Adhäsion von Endothelzellen an Proteine der EZM fördert. 
Durch Bindung an VEGF-A165 verstärkt NRP-1 die Funktion des VEGFR2 auf 
Endothelzellen. Dabei bildet sich ein Komplex aus VEGFR2, NRP-1 und VEGF-A165, der 
eine Aktivierung des VEGFR2 und eine VEGF-A165-vermittelte Migration der 
Endothelzellen bewirkt (Soker et al., 1998). NRP-1 stellt somit einen Co-Rezeptor von 
VEGFR2 auf Endothelzellen dar (Staton et al., 2007). NRP-1 Expression kann darüber hinaus 
bei verschiedenen Tumorentitäten, u. a.  Brust-, Prostata-, Lungen-, Pankreas- und 
Kolonkarzinom nachgewiesen werden (Kawakami et al., 2002; Lantuejoul et al., 2003; Latil 
et al., 2000; Parikh et al., 2004; Parikh et al., 2003; Soker et al., 1998). Über die Funktion des 
in Tumorgeweben exprimierten Moleküls ist bisher wenig bekannt. Latil et al., (2000) 
zeigten, dass die Expression von NRP-1 in Prostatakarzinomzellen zu einem aggressiveren 
Phänotyp und zur verstärkten Tumorvaskularisierung führt. Die Überexpression von NRP-1 in 
einer Ratten Prostatakarzinomzelllinie führt zur verstärkten Migration und gleichzeitig zur 
erhöhten Bindung von VEGF-A165 in vitro. Zudem bewirkte die Überexpression von NRP-1 
in diesem Zellsystem bei in vivo Experimenten eine erhöhte Dichte mikrovaskulärer Gefäße, 
eine erhöhte Proliferation von Endothelzellen und eine geringere Apoptoserate der 
Tumorzellen. Bachelder et al. (2001) beobachteten, dass NRP-1 auf der metastasierenden 
Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 exprimiert ist, während es auf der nicht-metastasierenden 
Zelllinie MDA-MB-453 fehlte. Die Expression von NRP-1 in MDA-MB-453 Zellen führt 





Abb. 1.6: Schematisches Modell von Neuropilin-1 (NRP-1). NRP-1 besteht aus den drei extrazellulären 
Domänen a1/a2, b1/b2 und c, einer transmembranen Region und einem kurzen zytoplasmatischen Teil. NRP-1 
bildet Homodimere durch Interaktion der c Domänen. Lösliches NRP-1 besteht nur aus den a1/a2 und b1/b2 
Domänen. Die Bindung an Semaphorine und VEGF Spliceformen erfolgt ebenfalls an den a1/a2 und b1/b2 
Domänen (aus Staton et al., 2007; geändert). 
 
 
einen Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI-3K)-abhängigen Signalweg (Akt/PKB) unabhängig 
von VEGF Rezeptoren aktivieren. Dies lässt vermuten, dass NRP-1 in Tumorzellen auch 
durch andere Tyrosinkinase-assoziierte Rezeptoren Signalwege aktivieren kann (Chen et al., 
2005). Auch konnte bewiesen werden, dass NRP-1 in Tumorzellen die keine Expression des 
VEGFR1 sowie VEGFR2 zeigen, die autokrine Funktion von VEGF und eine dadurch 
erhöhte Migration der Tumorzellen fördert (Bachelder et al., 2001; Bachelder et al., 2003; 





Integrine sind eine Gruppe von transmembranen Glykoproteinrezeptoren, die zuerst am Huhn 
entdeckt wurden (Hynes, 2002) und von fast allen Zellen exprimiert werden (Longhurst und 















miteinander verbunden sind (Abbildung 1.8 A). Beide Untereinheiten sind Typ 1 
Transmembranproteine mit einer großen extrazellulären und einer kleinen zytoplasmatischen 
Domäne. Säugetiere exprimieren 18 α- und acht β-Untereinheiten, die 24 verschiedene αβ-
Heterodimere bilden können. Während einige Untereinheiten nur in einem einzigen 
Heterodimer vorkommen, konnten 12 β1- und 5 αv-Dimere identifiziert werden (Abbildung 
1.8 B) (Hynes, 2002). Integrine lassen sich aufgrund unterschiedlicher Substratbindung in vier 
Klassen aufteilen (Humphries et al., 2006): Die Substrate der RGD-bindenden Integrine 
tragen das Tripeptid-Motiv Arg-Gly-Asp, welches sich an eine von α- und β-Kette gemeinsam 
ausgebildeten Struktur anlagern kann. Zu ihnen gehören alle αv-Integrine, sowie α5β1, α8β1 
und αIIbβ3. Im Gegensatz dazu zählen α4β1, α4β7, α9β1, alle β2-Integrine und αEβ7 zu den LDV-
bindenden Integrinen. Auch wenn nicht alle Mitglieder dieser Gruppe direkt an das Leu-Asp-
Val (LDV)-Motiv binden besteht eine strukturelle Ähnlichkeit zwischen den Bindungsstellen 
der Substrate dieser Integrine. Die β1-bindenden α-Ketten α1, α2, α10 und α11 besitzen eine 
zusätzliche αA-Domäne. Sie bilden eine separate Laminin/Kollagen-bindende Unterfamilie. 
Für die Bindung von Kollagen konnte eine Funktion der A-Domäne von α2-Integrin 
nachgewiesen werden (Emsley et al., 2000).  
 
Der Mechanismus der Laminin Bindung ist noch unbekannt. Die A-Domänen freien, 
Laminin-bindenden Integrine sind hingegen spezifische Rezeptoren für Laminin. Zu ihnen 
zählen α3β1, α6β1, α7β1 und α6β4. Die Expression vieler Integrine ist spezifisch für bestimmte 
Zelltypen. αIIbβ3 stellt das wichtigste Integrin Dimer auf Thrombozyten dar. Es bindet an 
Fibrinogen und den von-Willebrand-Faktor (Phillips et al., 1991). β2-Integrine werden nur auf 
Leukozyten exprimiert und sind dort für die hetero- typische Bindung anderer Zellen 
verantwortlich (Hynes, 2002). Epitheliale Zellen hingegen exprimieren viele Integrine, die an 
EZM Komponenten binden. Dies umfasst u. a.  verschiedene β1-Integrine (α1β1, α2β1, α3β1, 
α5β1, α6β1, α9β1), sowie α6β4, αvβ5 und αvβ6 (Gilcrease, 2007). 
 
Die Aufgabe der Integrine besteht in der Interaktion mit EZM Proteinen und 
Bindungspartnern auf anderen Zellen. Die Bindung eines Liganden an ein Integrin resultiert in 
einer Konformationsänderung des αβ-Heterodimers, die sich bis zur zytoplasmatischen 
Domäne fortsetzt und diverse Signaltransduktionskaskaden in der Zelle auslöst. Dies hat u. a.  
eine Umstrukturierung des Zytoskeletts, Veränderungen im Adhäsions- und 
Migrationsverhalten und die Proliferation der Zellen zur Folge (Brakebusch und Fassler, 
2003; Schwartz und Assoian, 2001; Watt, 2002; Zahir et al., 2003). Aus diesem Grund sind 
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Integrine an der Embryonalentwicklung, der Regulation des Immunsystems, der 
Tumorprogression, sowie der Angiogenese beteiligt. 
 
 
Abb. 1.8: A Schematische Darstellung des Integrin Heterodimers mit α- und einer β-Kette (aus 
„Molekularbiologie der Zelle“ von Alberts, B.; Willey-Vch Verlag; 2004). B Übersicht über die Integrin 
Heterodimere (aus Hynes; 2002; verändert). 
 
 
1.7 Das Pankreaskarzinom 
 
Das Pankreaskarzinom ist eine aggressive, maligne Erkrankung. In den letzten Jahrzehnten 
hat die Häufigkeit des Auftretens in westlichen Industrienationen stark zugenommen. Es ist 
mit etwa 30.000 jährlichen Neuerkrankungen in Nordamerika der zweithäufigste maligne, 
gastrointestinale Tumor und die fünfthäufigste Todesursache unter den Karzinomen beim 
Adulten (Lockhart et al., 2005; Nitecki et al., 1995; Schneider et al., 2005). 
Nahezu alle Fälle gehen vom duktalen Ausführungsepithel aus. Histologisch ist es als 
tubuläres, alveoläres oder azinöses Adenokarzinom zu erkennen, welches u. a.  Pseudozysten 
bildet. Häufig kommt es zu einem lokalen Sekretstau, der zur partiellen Autolyse führt. 80-
90% aller Pankreaskarzinome entstehen im Pankreaskopf und nur sehr selten im 
Pankreasschwanz oder im Pankreaskörper. Die Erkrankung zeigt ein schnelles, invasives 
Tumorwachstum, welches mit frühzeitigen Gefäß- und Lymphbahninfiltrationen einher geht. 
80% der Pankreaskarzinome zeigen zum Zeitpunkt der Diagnose Metastasen in Leber, Lunge, 










symptomarme Verlauf der Erkrankung führt dazu, dass nur 20-30% aller Pankreaskarzinome 
operativ resektabel sind (Herfarth, 1996). 90% der Patienten versterben innerhalb des ersten 
Jahres nach Diagnosestellung (Gudjonsson, 1987). Die mittlere Überlebensrate liegt unter 
sechs Monaten (Neoptolemos et al., 2004; Ozawa et al., 2001) und bei primär kurativ 
operierten Patienten umfasst die 5-Jahres Überlebensrate etwa 30% der Patienten (Trede, 
1996). Da Pankreaskarzinomzellen meist Resistenzen gegen zytostatisch-zytotoxische 
Therapien zeigen, verfehlen konservative Therapieansätze oft ihr Ziel. Momentan stellt eine 
frühzeitige chirurgische Resektion, die einzige kurative Therapie dar (Grace et al., 1990; 
Schoenberg et al., 1997).  
 
 
1.8 Zielsetzung der Arbeit 
 
Das Zelladhäsionsmolekül L1CAM wird von einer Reihe verschiedener Tumorentitäten 
exprimiert. Dabei korreliert die Expression von L1CAM in einigen Tumoren mit einer 
schlechten Prognose für die betroffenen Patienten (Fogel et al., 2003a; Fogel et al., 2003b). 
Die bisherigen Untersuchungen von L1CAM beschränkten sich jedoch weitgehend auf die 
funktionellen Eigenschaften in Tumorzellen. 
 
Die Untersuchungen in dieser Arbeit haben zum Ziel, die funktionellen Eigenschaften von 
L1CAM auf humanen Tumorendothelzellen im Vergleich zu humanen Kontrollendothelzellen 
zu charakterisieren. 
 
Es sollte der Vaskularisierungsstatus von humanem Pankreaskarzinomen in situ und der 
L1CAM Expressionsstatus von humanem Pankreas Tumorendothel in situ und in vitro im 
Vergleich zu humanem Kontrollendothel charakterisiert werden.  
Zusätzlich sollten mögliche angiogene Induktoren, die zu einer veränderten endothelialen 
L1CAM Expression führen könnten, identifiziert werden.  
Weiterhin sollte der Expressionsstatus heterophilischer L1CAM Bindungspartner analysiert 
werden. 
Auf Basis der zugrundeliegenden Expressionsmuster von L1CAM und dessen 
Bindungspartnern sollte deren Relevanz für die Migrations- und Angiogenesekapazitäten von 
humanen Pankreas Tumorendothelzellen in vitro im Vergleich zu humanen 
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Kontrollendothelzellen analysiert werden. 
Ebenfalls sollte die Relevanz von L1CAM und dessen Bindungspartner für die Zelladhäsions- 
und transendothelialen Migrationskapazitäten von Tumorzellen und regulatorischen T-Zellen 
in vitro untersucht werden. 
Durch gezielte Blockade von L1CAM und dessen Bindungspartnern sollte eine 
Tumorendothel-spezifische Inhibition der Migration und Bildung tubulärer Fortsätze erzielt 
werden. Ebenso die Zelladhäsion und –transmigration von Tumorzellen und regulatorischen 
T-Zellen durch Tumorendothel sollte durch gezielte Blockade von L1CAM und dessen 
Bindungspartnern inhibiert werden.  
Die spezifische Inhibition von L1CAM auf Tumorendothel könnte zu einer reduzierten 









Brutschrank  Heraeus, Hanau; D 
CASY1  Schärfe-System, Reutlingen; D 
Cryostat CM 3050S Leica, Wetzlar; D 
Durchflußzytometer FACSCalibur®  Becton Dickinson, Heidelberg; D 
Durchflußzytometer FACSCanto II®  Becton Dickinson, Heidelberg; D 
ELISA-Meßgerät Tecan, Crailsheim, D 
Eppendorf-Zentrifuge Biofuge fresco Heraeus, Hanau; D 
Feinwaage Mettler-Toledo, Giessen, D 
Folienschweißgerät Perkin Elmer, Wellesley; USA 
Gefrierschrank, -20°C Liebherr, Ochsenhausen; D 
Gefrierschrank, -70°C Bio Freeze  Forma Scientific, USA 
Heizblock  Grant Instruments, Cambridgeshire, GB 
Kühlschrank  Liebherr, Ochsenhausen; D 
Magnetheizrührer  Heidolph, Heidelberg; D 
Mikroskop  Hund, Wetzlar; D 
Mikroskop  Leitz, Wetzlar; D 
Mikroskop mit Fluoreszenzeinheit  Zeiss, Göttingen; D 
Mikrowelle  Sharp, Hamburg; D 
Milli-Q-Wasserreinigungssystem  Millipore, Eschborn; D 
MACS®, Separator, klein Miltenyi, Bergisch-Gladbach; D 
MACS®, Separator, groß Miltenyi, Bergisch-Gladbach; D 
MACS®, MultiStand Magnet Miltenyi, Bergisch-Gladbach; D 
MPC (magnet particle concentrator)  Dynal, Hamburg; D 
Nano-Drop  NanoDrop Technologies,  
 Wilmington; USA 
pH-Meßgerät  WTW, Weilheim i. OB; D 
Pipettierhilfe Pipetboy  IBS Integra Biosciences, Fernwald; D 
RT-PCR-Cycler GeneAmp5700 Applied Biosystems, Darmstadt; D 
Szintillations Zähler 1450 MicroBetaTM Perkin Elmer, Wellesley; USA 
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Spektrophotometer  Biochrom, Cambridge; GB 
Sterilwerkbank  Baker, Sanford, Maine; USA 
Sterilwerkbank  Heraeus, Hanau; D 
Stickstofftank Cryotherm, Kirchen/Sieg; D 
Tischzentrifuge Biofuge Heraeus, Hanau; D 
Vortex Reax 2000  Heidolph, Heidelberg; D 
Waage  Mettler-Toledo, Giessen, D 
Wasserbad  Julabo, Seelbach; D 
Wasserbad  Köttermann, Uetze/Hänigsen; D 





Bechergläser, 200-2000ml Fisher Scientific, Schwerte; D 
Blotkammer CTI GmbH, Idstein; D 
Elektrophoresekammer Bio-Rad, München; D 
Erlenmayerkolben, 500-1000ml Fisher Scientific, Schwerte; D  
Färbekästen nach Hellendahl Carl Roth, Karlruhe; D 
Gel Glasplatten Bio-Rad, München; D 
Glasflaschen, 50-500ml Schott, Mainz; D 
Glaspipetten  Hischmann, Eberstadt; D 
Messzylinder Vitlab, Großostheim; D 
MicroAmp Splash Free 96-well Ständer Applied Biosystems, Darmstadt; D 
Multikanalpipette (8 Kanäle)  Rainin, Leiden; NL 
Pipetten, 2-1000µl  Gilson, Bad Camberg; D 





Blotfilter Whatman® Carl Roth, Karlruhe; D 
Deckgläschen rechteckig  VWR, Darmstadt; D  
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Deckgläschen rund  Carl Roth, Karlruhe; D 
Einfrierröhrchen 1,5ml  Nalgene, Rochester; D 
Einmalspritzen ohne Nadel, 5-50ml Terumo, Eschborn; D 
Save-lock-Röhrchen, 0,5, 1,5 und 2ml  Eppendorf, Eppendorf; D 
FACS-Röhrchen aus Polystyrol  Greiner, Frickenhausen; D 
Filterpapiermatte, A 90x120cm Wallac, Turku; FI 
Filterpipettenspitzen, 0-10, 10-200, 200-1000µl Starlab, Ahrensburg; D 
Flachbodenplatten, 6-, 24-, 48- und 96-Well TPP, Trasadingen; CH 
Glasobjektträger, 76 x 26 mm, Mattrand  Langenbrink, Emmendingen; D 
Glaspasteurpipetten, 150 mm  WU, Mainz; D  
Immobilon-Membran Millipore, Eschborn; D 
Kammerobjektträger Nunc, Wiesbaden; D 
Leucosep® Tubes, 30ml  Greiner, Frickenhausen; D 
MACS®, MS Säulen Miltenyi, Bergisch-Gladbach; D 
MACS®, LS Säulen Miltenyi, Bergisch-Gladbach; D 
MicroAmp Optical Adhesive Film Applied Biosystems, Darmstadt; D 
MicroAmp Optical 96-well Platte Applied Biosystems, Darmstadt; D 
MicroSpin G-50 Säulen Amersham, Braunschweig; D 
Pipettenspitzen, 0-10, 10-200, 200-1000µl Starlab, Ahrensburg; D 
Röntgenfilm Amersham, Braunschweig; D 
Sterilfilter, 0,22µm  Millipore Eschborn; D 
Transwell Migrationskammern Corning, Schiphol-Rijk; NL 
Zellkulturflaschen, 25, 75 und 150cm²  TPP, Trasadingen; CH 
Zellkulturschalen, 100x20mm  TPP, Trasadingen; CH 
Zellkulturschalen, 6x15mm  TPP, Trasadingen; CH 
Zellsieb, 40µm  Falcon BD, Heidelberg; D 





Aceton  Riedl-de Haen, Seelze; D 
Acrylamid Carl Roth, Karlruhe; D 
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Ammoniumchlorid  Merck, Darmstadt; D 
Ammoniumperoxodisulfat  Sigma, Deisenhofen; D 
Bromphenolblau Sigma, Deisenhofen; D 
Dimethylsulfoxid (DMSO)  Merck, Darmstadt; D 
EDTA  Biochrom, Berlin; D 
Eosin Merck, Darmstadt; D 
Ethanol absolut Riedl-de Haen, Seelze; D 
Fibronektin Roche, Mannheim; D 
Gelatine  Sigma, Deisenhofen; D 
Glyzerin Carl Roth, Karlruhe; D 
Glyzeringelatine  Merck, Darmstadt; D 
Glyzin GERBU Biochemicals, Gaiberg; D 
Isobutanol  Riedl-de Haen, Seelze; D 
Kaliumhydrogencarbonat  Merck, Darmstadt; D 
Magermilch Merck, Darmstadt; D 
Magnesiumchlorid Sigma, Deisenhofen; D 
Matrigel BD Biosciences, Heidelberg; D 
Mayer´s Hämalaun AppliChem, Darmstadt; D 
Methylbisacrylamid Carl Roth, Karlruhe; D 
β-Mercaptoethanol Sigma, Deisenhofen; D 
Methanol Riedl-de Haen, Seelze; D 
Natriumazid  Merck, Darmstadt; D 
Paraformaldehhyd  Sigma, Deisenhofen; D 
PBS (phosphate buffered saline)  Invitrogen, Karlsruhe; D 
Propidiumiodid  Sigma, Deisenhofen; D 
SDS Sigma, Deisenhofen; D 
TEMED Carl Roth, Karlruhe; D 
Tissue-Tek O.C.T.TM Sakura Finetek, Zoeterwonde, NL 
Tris  Merck, Darmstadt; D 
Tris-HCl  Sigma, Deisenhofen; D 
Trypsin/EDTA 10x PAA Laboratories, Pasching; A 
Tween20 Gerbu Biotechnik, Gaiberg; D 
[3H] Thymidin Amersham, Braunschweig; D 
Xylol Riedl-de Haen, Seelze; D 
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2.4.1 Lösungen und Reagenzien 
 
Biocoll Trennlösung  Biochrom, Berlin; D 
Bovine Serum Albumin (BSA)  Roche Diagnostics, Darmstadt; D 
Bradford Lösung Bio-Rad Laboratories, München; D 
Endobulin  Baxter Oncology, Frankfurt; D 
Casy®ton Isotonlösung Innovatis, Reutlingen; D 
Chemilumineszenz Substrat (ECL) Amersham, Braunschweig; D 
Molekulargewichtsmarker Rainbow® Amersham, Braunschweig; D 
PBS-Pulver  Invitrogen, Karlsruhe; D 
Pinceau-S-Lösung Sigma, Deisenhofen; D 
TBS-Pulver Invitrogen, Karlsruhe; D 
Triton-X 100  Invitrogen, Karlsruhe; 
Trypsin-EDTA  Biochrom, Berlin; D 
Ziegenserum  Santa Cruz, Heidelberg; D 
 
 
2.5 Medien und Mediensupplemente 
 
DMEM Pulver Sigma, Deisenhofen; D 
Endothelial Cell Basal Medium PromoCell, Heidelberg; D 
Endothelial Cell Supplement PromoCell, Heidelberg; D 
Fötales Kälberserum (FKS) Biochrom, Berlin; D 
Penicillin/Streptomycin Pan™ Biotech, Aidenbach; D 





rekombinantes humanes Interferon-γ PromoCell, Heidelberg; D 
rekombinantes humanes SDF-1ß PromoCell, Heidelberg; D 
rekombinantes humanes TGF-ß1 PromoCell, Heidelberg; D 
rekombinantes humanes TNF-α PromoCell, Heidelberg; D 
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DAPI (bisBENZIMIDE) Hoechst, Darmstadt; D 
CFSE Invitrogen, Karlsruhe; D 
 
 
2.7.2 Konjugierte primäre anti-Human Antikörper 
 
Spezifität Spezies Konjugat Isotyp Klon Referenz oder 
Firma 
CD3 Maus PE-Cy5 IgG2a HIT3a BD Pharmingen 
CD4 Maus FITC IgG1 RPA-T4 BD Pharmingen 
CD25 Maus PE IgG2b 4E3 Miltenyi 
FoxP3 Ratte APC IgG2a PCH 101 eBioscience 
L1CAM  Maus Alexa Fluor® 488 IgG1 11A P. Altevogt, DKFZ 




2.7.3 Unkonjugierte primäre anti-Human Antikörper  
 
Spezifität Spezies Isotyp Klon Referenz oder Firma 
ADAM10 Maus IgG2a 111633 R & D Systems 
ADAM17 Maus IgG2B 163003 R & D Systems 
CD31 Kaninchen polyklonal  Spring Bioscience 
CXCR4 Maus IgG2B 44716 R & D Systems 
β1 Integrin Maus IgG1 MAR4 BD Pharmingen 
β1 Integrin Maus IgG1 TDM29 Chemicon 
Neuropilin-1 Maus IgG1 AD5-17F6 Miltenyi 
HLA-A,B,C Maus IgG1 W6/32 G. Moldenhauer, 
DKFZ 








2.7.4 Konjugierte sekundäre anti-Human Antikörper 
 
Spezifität Spezies Konjugat Isotyp Referenz oder 
Firma 
Maus IgG Ziege PE IgG,  
F(ab)2-Fragment 
Dianova 
Maus IgG Ziege Cy3 IgG,  
F(ab)2-Fragment 
Dianova 
Kaninchen IgG Ziege Alexa Fluor® 488 IgG Invitrogen 
Maus IgG Ziege Alexa Fluor® 488 IgG,  
F(ab)2-Fragment 
Invitrogen 
Maus IgG Ziege FITC IgG,  
F(ab)2-Fragment 
Dianova 





2.7.5 Kontroll Immunglobuline 
 
Spezies Isotyp Konjugat Referenz oder 
Firma 
Maus IgG1 PE Santa Cruz 
Maus IgG1 FITC Santa Cruz 
Maus IgG1 nicht konjugiert Santa Cruz 
 
 
2.7.6 Dynalbeads®  
 
Anti-Maus Pan IgG Beads Invitrogen, Karlsruhe; D 
Anti-Human CD3 Beads Invitrogen, Karlsruhe; D 
Anti-Human ExpanderBeads CD3/CD28  Invitrogen, Karlsruhe; D 






Forward Primer 5`-ACAAGATGAGATTGGCATGGC-3` 
Reverse Primer 5`-GCCACATTGTGAACTTTGGGG-3` 
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Human L1CAM  
Forward Primer  5`-ATC GTA CGG GAA GGA GGC ACT ATG-3` 





Kollagenase Typ1 CLS1 Cell Systems, Heidelberg; D 
Dispase I Roche, Darmstadt; D 
 
 
2.10 Kits  
 
CD4/CD25 regulatory T cell isolation kit Miltenyi, Bergisch-Gladbach; D 
SYBR Green PCR Master Mix Applied Biosystems, Darmstadt; D  
High Pure RNA Isolation Kit Roche Diagnostics, Mannheim; D 
RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden; D 
Superscript First Strand cDNA Synthesis Kit Invitrogen, Karlsruhe; D 
ReverAidTM H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit Fermentas, St. Leon-Rot; D 
 
 
2.11 Proben und Zellen 
 
Leukozytenkonzentrat (Buffy Coats)  Blutspendezentrale Heidelberg 
Endothelzellen (CD31+) Isolierung aus Pankreasgewebe 
T-Zellen (CD3+/CD4+) Isolierung aus Leukozytenkonzentrat 
HUVEC ProVitro, Berlin; D 
HPMEC ProVitro, Berlin; D 
Panc1 Susanne Sebens-Müerköster, Univer-
sitätsklinik Schleswig-Holstein, Kiel; D 





AnalySIS Software®  Olympus, Münster; D 
AxioVision Zeiss, Göttingen; D 
Microsoft Excel Microsoft; USA 
FlowJo 4.3 TreeStar, San Carlo; USA 
GraphPadPrism 5.0 GraphPad Software Inc.; USA 
LSM Image Browser Zeiss, Göttingen; D 
Microsoft PowerPoint Microsoft; USA 






Protein reviews on the web (PROW) www.mpr.nci.nih.gov/prow/ 
Bioinformatic Harvester www.harvester.embl.de 
Ensembl Genome Browser www.ensembl.org 
Cytokine Pathfinder www.copewithcytokines.de 





3.1 Molekularbiologische Methoden 
 
3.1.1 Präparation von RNA aus großen Zellmengen 
 
Die Isolation von Gesamt-RNA basiert auf der „single step“ Methode. Dabei wird das Material 
mit einem GITC-haltigen Puffer (Guanidinisothiocyanat) lysiert, wobei gleichzeitig auch 
enthaltene RNasen inaktiviert werden. Anschließend werden Proteine und kleine DNA-
Fragmente entfernt und die Gesamt-RNA isoliert. 
Für die Präparation von Gesamt-RNA wurde der RNeasy Mini Kit (Qiagen) verwendet. Dafür 
wurden zwischen 1 x 106 und 1 x 107 Zellen eingesetzt. Die Zellen wurden pelletiert und in 
600µl Puffer RLT lysiert, dem zuvor 10µl β-Mercaptoethanol frisch hinzugefügt wurden. Das 
entstandene Lysat wurde auf einen QIAshredder überführt und für 2min bei 13000rpm 
zentrifugiert, wodurch das Lysat homogenisiert und genomische DNA in kleinere Fragmente 
zerkleinert wurde. Anschließend wurden 600µl 70%igen Ethanol zugegeben, um die 
notwendigen Konditionen für eine RNA-Bindung an die Säulen-Matrix herzustellen. Der Ansatz 
wurde dann auf eine Qiagen-RNeasy Mini Säule überführt und für 1min bei 13.000rpm 
zentrifugiert. Dabei wurde die RNA an das Säulenmaterial gebunden. Danach wurde die Säule 
mit 700µl Puffer RW1 und anschließend mit 500µl Puffer RPE gewaschen. Die RNA wurde mit 
50µl RNase-freiem H2O eluiert. 
 
 
3.1.2 Präparation von RNA aus geringen Zellmengen 
 
Für die Präparation von Gesamt-RNA aus Zellmengen zwischen 1 x 105 und 1 x 106 Zellen 
wurde der High Pure RNA Isolation Kit (Roche) verwendet. Die Zellen wurden pelletiert und in 
200µl PBS aufgenommen. Zur Zelllyse wurden 400µl Lyse Puffer hinzugefügt. Die so 
freigesetzte RNA und DNA wurden dann zur Bindung an eine Säulen-Matrix auf ein High Pure 
Filterröhrchen überführt und für 1min bei 13000rpm zentrifugiert. Danach wurde die ebenfalls 
gebundene DNA mittels DNase I verdaut. Nach anschließendem dreimaligem Waschen der Säule 
wurde die RNA mit 50µl Elutionspuffer aus der Säulenmatrix gelöst. 
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3.1.3 Bestimmung der RNA-Konzentration 
 
Die RNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte durch Messung der optischen Dichte bei 260nm. 
Eine optische Dichte von 1,0 entspricht einem RNA-Gehalt von 40µg/ml. Die Reinheit der RNA 
lässt sich aus dem Quotienten der Absorption bei 260nm und 280nm berechnen. Bei sehr reiner 
RNA liegt dieser Quotient zwischen 1,8 und 2,0. 
 
 
3.1.4 cDNA-Synthese aus mRNA (Reverse Transkription) 
 
Für die cDNA-Synthese wurde das SuperScriptTM First-Strand Synthesis System for RT-PCR 
(Invitrogen) verwendet. 3µg Gesamt-RNA wurden mit 10mM dNTPs und 50ng Randomprimern 
für 5min bei 65°C inkubiert und anschließend für mindestens 1min auf Eis abgekühlt. Dem 
Ansatz wurden dann 25mM MgCl2, 0,1M DTT und 1µl RNase Inhibitor zugegeben und für 2min 
bei 25°C inkubiert. Anschließend wurden 50 Einheiten der reversen Transkriptase SuperScriptTM 
II zugegeben und für 10min bei 25°C inkubiert. Bei diesem Prozess wird die mRNA von der 
reversen Transkriptase in Einzelstrang-cDNA umgeschrieben. Anschließend wurde der Ansatz 
für 50min bei 42°C inkubiert, dann für 15min bei 70°C abgestoppt und anschließend auf Eis 
abgekühlt. 2 Einheiten RNase H wurden abschließend hinzugefügt und für 20min bei 37°C 
inkubiert. Dies diente dazu, um die RNA des RNA-DNA-Hybrids abzudauen. 
 
 
3.1.5 Quantitative Polymerase Kettenreaktion (qPCR) 
 
Das der quantitativen Polymerase Kettenreaktion (PCR) zugrunde liegende Prinzip ist eine 
kontinuierliche Messung eines Fluoreszenzsignals, das während der PCR proportional mit der 
Menge des Amplifikationsproduktes ansteigt. Dadurch ist es möglich, eine DNA-Probe zu 
quantifizieren. Dem Probengemisch wird zusätzlich zu den benötigten Primerpaaren ein 
Fluoreszenzfarbstoff, wie z. B. SYBR®-Green I, gegeben. SYBR®-Green I bindet unspezifisch an 






Es werden jedoch nicht nur das gewünschte Template, sondern auch Dimere und andere 
Nebenprodukte aufgrund der unspezifischen Bindungen von SYBR®-Green I 
fluoreszenzmarkiert. Eine Unterscheidung zwischen dem spezifischen Produkt und den Primer-
Dimeren erfolgt mittels einer Schmelzkurvenanalyse. Dabei werden die PCR-Produkte 
kontinuierlich über einen bestimmten Temperaturbereich aufgeheizt, bis sie ihrem Schmelzpunkt 
Tm entsprechend nur noch als Einzelstrang vorliegen. Die daraus resultierende 
Fluoreszenzabnahme wird aufgezeichnet. Aufgrund der Schmelztemperaturen können spezifische 
Produkte und Primer-Dimere voneinander unterscheiden werden, da Primer-Dimere bei 
geringeren Temperaturen schmelzen als die spezifischen, größeren PCR Produkte.  
 
Die Quantifizierung der PCR basiert auf der Berechnung des Fluoreszenz-Schwellenwertes, dem 
so genannten Threshold-Cycle oder CT-Wert. Der CT-Wert ist der PCR-Zyklus, bei dem die 
Reporterfluoreszenz die Hintergrundfluoreszenz signifikant übersteigt. Die Quantifizierung der 
DNA-Menge beruht nicht auf absoluten Mengen an PCR-Produkt, sondern auf der Kinetik der 
Reaktion. Dafür wird als Richtlinie der CT-Wert genommen, da zu diesem Zeitpunkt die 
Amplifikation exponentiell ist und es in dieser Phase der Reaktion keine limitierenden Faktoren, 
wie z. B. Primer- oder Nucleotidmangel, gibt. Parallel dazu werden bei jeder PCR bekannte 
Templatemengen amplifiziert, um eine Standardkurve zu erstellen, anhand derer aus einem 
bestimmten CT-Wert auf eine Templatekonzentration geschlossen werden kann. Da die in dieser 
Arbeit verfolgte Fragestellung einen Vergleich gleicher Gene in verschiedenen Zelllinien 
verfolgte, wurde eine relative Quantifizierung vorgenommen, wofür die Erstellung einer 
Standardkurve nicht notwendig war. Für eine relative Quantifizierung wird als Standard ein 
Haushaltsgen (β-Aktin, GAPDH) gewählt, bei dem von einer konstanten Expression 
ausgegangen wird. Die Menge an spezifischem Produkt wird dann auf die des Haushaltsgenes 
bezogen.  
 
Für die relative Quantifizierung wurde zunächst der ∆CT-Wert aus den Mittelwerten der CT-
Werte des zu quantifizierenden Gens und β-Aktin bestimmt:  
 







Der Standard Fehler des ∆CT-Wertes berechnet sich aus den jeweiligen Standard Fehlern von β-
Aktin und des zu quantifizierenden Gens:  
 
 
Die Menge des zu quantifizierenden Gens wurde im Bezug zu einer endogenen Referenz, (z. B. 
wildtyp Zellen, Kontrollpatient) normalisiert: 
 
TC∆∆−2   wobei  CT = CT(wildtyp) - CT(transf. Zellen) 
 
Daraus ergibt sich für die endogene Referenz ein Wert von 1. Die zu quantifizierenden Gene 
errechneten sich relativ zu dem endogenen Referenz Wert = 1. 
 








Die in der quantitativen PCR verwendete cDNA wurde über MicroSpin G-50 Säulen (Amersham 
Biosciences) aufgereinigt und am Nanodrop Messgerät vermessen. Es wurde 1µl cDNA (1-10ng 
pro Ansatz) mit 10µl 2 x SYBR®-Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), je 1µl forward 
und reverse Primer und 7µl ddH2O gemischt. Die Optimierung der Primer erfolgte in einer 
separaten PCR nach den in Tab. 1 angegebenen Konzentrationen. Die Reaktion wurde im 




Forward Primer (nM) Reverse  
Primer (nM) 50 300 900 
50 50/50 300/50 900/50 
300 50/300 300/300 900/300 
900 50/900 300/900 900/900 
 
Tab.1: Konzentrationen zur Primer Optimierung. 




Zeit und Temperatur 
jeder von 40 Zyklen Initiale Schritte 
Schmelzen Anlagerung und 
Elongation 










Tab.2: Universelle Thermal Cycling Parameter für SYBR®-Green I Experimente. 
 
 
3.2 Zellbiologische Methoden 
 
3.2.1 Lösungen und Puffer 
 
PBS 
NaCl     8g 
KCl     0,2g 
KH2PO4    0,2g 
NaH2PO4 x 12H2O   2,85g 














3.2.2 Medien und Mediensupplemente 
 
EZBM (Endothelzell Basal Medium MV); pH 7.4 
FKS      0,5 ml 
ECGS/H     3mg/ml 
Amphotericin    50 ng/ml 
Gentamycin    50 µg/ml 
rhEGF     10ng//ml 
Hydrokortison    1µg/ml 
 
DMEM (Dulbecco´s modified Eagle Medium) 
L-Glutamin 
D-Glukose   4,5g/L 
NaHCO3   3,7g/ml 
 
RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute) 
L-Glutamin    
NaHCO3   2g/ml  
 
 
3.2.3 Isolierung von mononukleären Zellen 
 
Wie von (Bai et al., 2002; Solomayer et al., 2003) beschrieben wurde, konnten mononukleäre 
Zellen aus peripherem Blut mittels Ficoll Dichtegradient isoliert werden. Hierzu wurden 15ml 
Biocoll-Lösung (Dichte: 1,077g/cm3) in ein Leucosep® Röhrchen pipettiert und bei 2000rpm 
5min zentrifugiert. Daraufhin wurden 15ml RPMI-Medium zugegeben. Nach der Zugabe von 
20ml peripherem Blut wurde das Lösungsgemisch einer Zentrifugation von 20min. bei RT und 
2000rpm ohne Bremse unterzogen. Nach der Zentrifugation ist eine deutliche Interphase 
entstandenen in der sich die mononukleären Zellen befinden. Diese konnten vorsichtig mit einer 
Pasteurpipette entnommen und zweimal in PBS gewaschen werden. Anschließend wurden 
eventuell noch vorhandene Erythrozyten mit 5ml Erylysepuffer zerstört. Die Inkubation hierbei 
erfolgte für 1min bei RT. Danach wurde die Suspension mit PBS auf 40ml aufgefüllt und 
anschließend abermals zentrifugiert. Anschließend wurden die mononukleären Zellen für die 
Aufreinigung von T-Zell Subpopulationen verwendet (siehe Abschnitt 3.5.4). 
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3.2.4 Isolierung von mikrovaskulären Endothelzellen 
 






FKS (Fötales Kälberserum) 
Endothelial Cell Basal Medium MV mit Supplement  
 
Mikrovaskuläre Endothelzellen wurden aus dem Pankreasgewebe isoliert. Das Gewebe wurde in 
eine große Petrischale gelegt und mit wenig PBS benetzt. Überschüssiges Gewebe, wie 
makroskopisch sichtbare Gefäße, wurde mit einer stumpfen, gebogenen Schere entfernt. Danach 
wurde das Gewebe mechanisch in etwa 1mm3 große Stücke zerlegt und mit PBS gewaschen. Die 
Gewebestückchen wurden dann in 5ml EZBM (Endothelial Cell Basal Medium, ECBM) versetzt 
mit 200µl Dispase (2 Einheiten/ml) und 200µl Kollagenase IV aufgenommen und für 1-1,5h bei 
37°C inkubiert. Anschließend wurde der Überstand vorsichtig abgesaugt und die 
Gewebestückchen dreimal in PBS gewaschen. Daraufhin wurden die Stücke in 5ml 0,02% 
EDTA in PBS mit 0,04% Trypsin für 2h bei 37°C im Wasserbad inkubiert, wobei das Röhrchen 
zwischendurch mehrmals vorsichtig bewegt werden sollte. Nun wurde der Überstand abgesaugt 
und mittels 2ml hitze-inaktiviertem FKS der Verdauungsvorgang gestoppt. Im Anschluss wurden 
die Gewebestücke in eine Petrischale geschüttet und 5ml EZBM zugegeben. Mit der Rückseite 
eines Skalpells wurde nun jedes Gewebestückchen ausgedrückt, wodurch die einzelnen Zellen 
aus dem Gewebe gelöst werden konnten. Die gewonnene Zellsuspension enthält sowohl 
mikrovaskuläre Endothelzellen als auch kontaminierende Zelltypen (Fibroblasten, Erythrozyten). 
Die Zellsuspension wurde dann durch einen 100µm Porenfilter gegeben, wobei dreimal mit PBS 
nachgespült wurde. Die Zellen wurden dann bei 1200rpm für 5min zentrifugiert. Das Zellpellet 
wurde in 10ml Medium aufgenommen und in einer 75cm² Kulturflasche ausgesät. Nach 24h 
wurde das Kulturmedium der Primärkultur (P0) gewechselt. Bevor die Kultur einen konfluenten 
Status erreicht (ca. 3 Tage nach der Aussaat) wurden mikrovaskuläre Endothelzellen von den 
anderen Zellen durch immuno-magnetische Isolation mit CD31-Dynabeads® (siehe Abschnitt 
3.5.3) isoliert und in einer neuen Flasche ausgesät. Die CD31-Trennung erfolgte sowohl in P1 als 
auch in P2 um eine reine Endothelzell-Kultur zu erlangen. 
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3.3 Kultivierung von Zellen 
 
3.3.1 Einfrieren und Auftauen von Zellen 
 
Zum Einfrieren wurden die Zellen mittels Zentrifugation (5min, 1200rpm) sedimentiert. Das 
Zellpellet wurde in 900µl FCS und 100µl DMSO aufgenommen und in Kryoröhrchen überführt. 
Die Kryoröhrchen wurden bei -70°C eingefroren und zur Langzeitlagerung nach 24h in flüssigen 
Stickstoff überführt. 
Zum Auftauen der Zellen wurde auf 37°C erwärmtes Medium zur Zellsuspension zugegeben und 
resuspendiert. Es folgte eine Zentrifugation für 5min bei 1200rpm, um die Zellen vom 
zytotoxischen DMSO zu befreien. Schließlich wurden die Zellen in Medium aufgenommen und 
in Kulturflaschen ausgesät. Das Auftauen von Endothelzellen erfolgte durch Resuspendieren mit 
auf 37°C erwärmtem EZBM. Danach wurden die Zellen in das für die jeweilige 
Kulturflaschengröße benötigte Endvolumen EZBM aufgenommen und ausgesät. 
 
 
3.3.2 Zellaussaat  
 
Zellaussaat in Zellkulturflaschen 
 
Verwendete Lösungen und Reagenzien: 
 
Endothelial Cell Basal Medium MV, 37°C 
Fibronektinlösung 100µg/ml  
PBS, 37°C  
EDTA 5mM, 37°C  
 
Nach der Isolation der Zellen wurde die Zellsuspension mit jeweils 10ml Kultivierungsmedium 
in die Zellkulturflaschen überführt. Nach 24h Inkubation im Wärmeschrank bei 37°C wurde ein 






Zellaussaat auf Kammerobjektträger 
 
Verwendete Lösungen und Reagenzien: 
 
Endothelial Cell Basal Medium MV, 37°C  
Fibronektinlösung 100µg/ml  
PBS, 37°C  
EDTA 5mM, 37°C  
 
Zur Fluoreszenzfärbung der mikrovaskulären Endothelzellen und Analyse der Zelladhäsion 
wurden sogenannte Kammerobjektträger verwendet. Die Zellzahl wurde nach Ablösen der Zellen 
aus der Kulturschale (EDTA) mit dem Casy Zellzähler bestimmt (siehe Abschnitt 3.3.3). 
Währenddessen wurden die Glasobjektträger mit Fibronektin mindestens 1h bei 37°C 
beschichtet. Danach wurden 1 x 105 Zellen pro Einzelkammer ausgesät und für 24h zu einem 
konfluenten Zellrasen wachsen gelassen. 
 
 
Zellaussaat auf Transmigrationsmembranen 
 
Verwendete Lösungen und Reagenzien: 
 
Endothelial Cell Basal Medium MV, 37°C  
Gelatinelösung 0,2% 
PBS, 37°C  
EDTA 5mM, 37°C 
 
Zum Anwachsen von Endothelzellmonolayern auf Migrationsmembranen wurden sogenannte 
Transmigrationskammern verwendet. Die Zellzahl wurde nach Ablösen der Zellen aus der 
Kulturschale (EDTA) mit dem Casy Zellzähler bestimmt (siehe Abschnitt 3.3.3). 
Währenddessen wurden die Transmigrationsmembranen auf der Innenseite mit kalter Gelatine 1h 
bei 4°C beschichtet. Danach wurden 1 x 105 Zellen pro Kammer ausgesät und für 48h zu einem 





3.3.3 Bestimmung von Zellzahl und Vitalität 
 
Die Zelldichte einer Zellsuspension wurde mit Hilfe des computer-unterstützten Casy 
Zellzählers bestimmt. Dabei werden Zellen in einem Flüssigkeitsstrom an einem Lichtstrahl 
vorbeigeführt. Die Unterbrechung des Lichts wird quantifiziert und durch die Dauer der 
Unterbrechung kann zusätzlich die Zellgröße bestimmt werden. Aufgrund der zugeordneten 
Zellgröße können dann Zelldebris und tote Zellen aus der Auswertung ausgenommen werden. 
 
 
3.3.4 Ablösen der Zellen 
 
Der Zellkulturüberstand wurde nach Kultivierung abgenommen und der Monolayer mit PBS 
gespült. Nach dem Absaugen des PBS wurde 5mM EDTA/PBS der Zellkulturflasche zugegeben 
und für 5min bei 37°C inkubiert. Danach wurden die so abgelösten Zellen mittels Zentrifugation 
(5min bei 1200rpm) sedimentiert und anschließend in Medium oder 10% FKS/PBS 
aufgenommen und weiterverarbeitet. 
 
 
3.4 Proteinchemische Methoden 
 
3.4.1 Lösungen und Puffer 
 
PBS 
NaCl     8g 
KCl     0,2g 
KH2PO4    0,2g 
NaH2PO4 x 12H2O   2,85g 
ad 1l ddH2O; pH 7,2; Lagerung bei 4°C 
 
Acrylamidlösung 
Acrylamid     30% 






Acrylamidlösung    6,7ml 
Tris-HCl, 3M, pH 8,0    2,65ml 
ddH20      9,63ml 
SDS, 10%     200µl 
APS, 10%     65µl 
TEMED     15µl 
 
Sammelgel 
Acrylamidlösung    1,35ml 
Tris-HCl, 0,5M, pH 6,8   2,5ml 
ddH20      6ml 
SDS, 10%     100µl 
APS, 10%     100µl 
TEMED     10µl 
 
2 x Probenpuffer 
Tris-HCl, pH 6,8    0,5M 
Glyzerin     10% 
SDS      2% 
β-Mercaptoethanol, 14,3M   5% 
Bromphenolblau    0,1% 
 
Laufpuffer 
Tris-HCl, pH 8,3    25mM 
Glyzin      0,19M 
SDS      0,1% 
 
5 x Blotpuffer 
Glyzin      190mM 






1 x Blotpuffer 
5 x Blotpuffer     100ml 
Methanol     100ml 
ddH20      300ml 
 
TBS/Tween-Waschpuffer 
0,05 % Tween 20 in TBS   (v/v) 
 
 
3.4.2 Herstellung von Zelllysaten  
 
Zur Herstellung von Zelllysaten aus primären mononukleären Zellen und Tumorzelllinien 
wurden die entsprechenden Zellen zentrifugiert und dreimal mit PBS gewaschen. Das 
Zellsediment wurde je nach Größe in 1ml PBS aufgenommen und in ein 1,5ml Eppendorfgefäß 
überführt. 
Durch fünfmaliges, abwechselndes Schockgefrieren in flüssigem Stickstoff und anschließendem 
Auftauen im Wasserbad bei 37°C wurde eine vollständige Lyse der Zellen erreicht. Das Lysat 
wurde für 30min bei 13.000 rpm und 4°C zentrifugiert und der Überstand in ein neues 1,5ml 
Eppendorfgefäß überführt. Nach der Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bradford-
Methode (siehe Abschnitt 3.3.1) wurde das Zelllysat bei –20°C aufbewahrt. 
 
 
3.4.3 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford 
 
Die Proteinkonzentration der Lysate wurde mit Hilfe der Bradford-Methode (Bradford, 1976) 
bestimmt. Das Prinzip dieser Methode beruht auf der Verschiebung des Absorptionsmaximums 
des Farbstoffs Coomassie Brilliant Blue von 465nm zu 595nm durch nicht-kovalente Bindung an 
Protein in saurer Lösung. Dabei verhält sich die Absorption bei 595nm direkt proportional zur 
vorhandenen Proteinmenge. Eine Eichkurve zur Bestimmung unbekannter 
Proteinkonzentrationen wurde mit Hilfe von standardisierten Proteinlösungen bekannter 
Rinderserumalbumin-Konzentrationen (0,125 –1mg/ml) erstellt. Die Farblösung „BioRad-
Protein Assay“ wurde 1:5 mit ddH2O verdünnt und jeweils 200µl dieser Lösung mit 5µl der 
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unbekannten Probe bzw. der bekannten Standard-Proteinlösungen in Triplikaten pipettiert. 
Anschließend wurde die Extinktion bei 595nm gemessen. Die Eichgerade wurde mit dem 
Computerprogramm Graph Pad Prism erstellt und daraus die Konzentration der Proben ermittelt. 
 
 
3.4.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Proteinen (SDS-PAGE) 
 
Mit Hilfe der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) kann das Molekulargewicht 
und der Reinheitsgrad von Proteinen bestimmt werden. Das Prinzip dieser Technik beruht auf der 
Auftrennung von Proteinen im elektrischen Feld nach ihrem Molekulargewicht. Die Proteine 
werden durch Behandlung mit Natriumdodecylsulfat (SDS), einem starken ionischen Detergenz, 
mit einer negativen Ladung überzogen. Damit hängt die Wanderung im elektrischen Feld nicht 
mehr von der Eigenladung der Proteine, sondern nur noch von ihrem Molekulargewicht ab 
(Shapiro et al., 1967). Unterschiede in der Wanderung von Proteinen im elektrischen Feld 
werden durch die Porengröße des Gels bestimmt. Im oberen Sammelgel werden die Proteine bei 
niedriger Acrylamidkonzentration und pH 6,8 zu einer schmalen Bande konzentriert, um dann im 
Trenngel bei pH 8,8 und höherer Acrylamidkonzentration nach ihren Molekulargewichten 
getrennt zu werden. Die Vorschriften für die Durchführung und das Puffersystem entstammen 
dem Protokoll von (Laemmli, 1970).  
 
Die Lösung für das Trenngel wurde vor der Zugabe von SDS, APS und TEMED unter Vakuum 
an der Wasserstrahlpumpe entgast. Nach Zusatz der restlichen Komponenten wurde das Trenngel 
gegossen und zur Begradigung mit wassergesättigten Isobutanol überschichtet. Nach 
Polymerisation des Trenngels wurde das Alkoholgemisch durch mehrmaliges Waschen mit 
ddH2O entfernt und das Sammelgel gegossen, in das der Probenkamm eingesetzt wurde. Nach 
der Polymerisation wurde der Kamm entfernt und das Gel in die Elektrophoresekammer 
eingespannt und 1 x Laufpuffer zugegeben. Bis zu 40µl der mit unreduziertem bzw. reduziertem 
SDS-Probenpuffer versetzten und 5min bei 95°C erhitzten Proben wurden in die Taschen gefüllt. 
Außerdem wurde ein Molekulargewichtsmarker (RainbowTM, Amersham) aufgetragen. Die 
Elektrophorese der Proteine erfolgte bei einer konstanten Stromstärke von 40mA, bis das 





3.4.5 Western Blot 
 
Der Western Blot dient dem Nachweis membrangebundener Proteine unter Verwendung 
spezifischer Antikörper im Anschluss an eine SDS-PAGE. 
 
 
3.4.5.1 Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran 
 
Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine in einem denaturierenden SDS-
Polyacrylamidgel wurden die Proteine in einem Elektro-Trockenblot auf eine Immobilon-
Membran (Millipore) transferiert. Dazu wurden drei Filter (Schleicher und Schuell) in Blotpuffer 
getränkt und blasenfrei auf die positive Elektrode einer Blot-Apparatur (Renner) gelegt. Darauf 
folgte die kurz in Methanol befeuchtete und in Blotpuffer getränkte Membran und anschließend 
das Gel, welches ebenfalls kurz mit Blotpuffer befeuchtet wurde Den Abschluss bildeten drei 
Filter, die in Blotpuffer getränkt waren. Anschließend wurde die negative Elektrode der Blot-




3.4.5.2 Reversible Färbung der transferierten Proteine mit Ponceau-S 
 
Die Effizienz des Proteintransfers wurde mittels Färbung der Membran in einer 10%igen 





Zur Absättigung der freien, unspezifischen Bindungen wurde die Membran nach dem Blotten mit 
5% Magermilch in TBS für 30min bei RT blockiert. Anschließend wurde die Membran mit dem 
Erstantikörper in einer Konzentration von 0,5µg/ml in 5% Magermilch/TBS für 1h bei RT oder 
über Nacht bei 4°C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 0,05% Tween/TBS erfolgte eine 
Inkubation mit Peroxidase-gekoppeltem Zweitantikörper in einer Verdünnung von 1:50.000 in 
5% Magermilch/TBS für 30min bei RT. Anschließend wurde dreimal für 15min mit 0,05% 
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Tween/PBS gewaschen. Zur Detektion der Proteinbanden wurde ein Chemilumineszenz-Substrat 
(ECL) verwendet. Hierbei wird in einer von der Peroxidase katalysierten Reaktion, der Oxidation 
von Luminol in Gegenwart von H2O2 Energie in Form von Licht emittiert. Dies führt zur 
Schwärzung des Röntgenfilms an den Positionen der Membran, an denen die verwendeten 
Antikörper spezifisch das Antigen detektiert haben. Die Membran wurde dazu für 1min mit 
0,125ml Detektionsreagenzien 1 und 2 pro cm2 Membran inkubiert. Anschließend wurde je nach 
Stärke des erwarteten Signals für die entsprechende Zeit ein Röntgenfilm aufgelegt 
 
 
3.5 Analytische immunbiologische Methoden 
 
3.5.1 Lösungen und Medien 
 
PBS 
NaCl     8g 
KCl     0,2g 
KH2PO4    0,2g 
NaH2PO4 x 12H2O   2,85g 
ad 1l ddH2O; pH 7,2; Lagerung bei 4°C 
 
FACS-Puffer 
1 x PBS     50 ml 
FKS      3% (v/v) 
 
MACS Puffer 
1 x PBS      pH 7.2 
BSA      0,5% (v/v) 
EDTA      2mM 
 
Erylyse Puffer 
NH4Cl     155mM 
KHCO3     10mM 
EDTA, 0,5M, pH8,0    0,1mM 
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3.5.2 Klinisches Material von Pankreasgewebsdonoren  
 
Klinisches Material wurde den Tumorpatienten nach schriftlicher Einwilligung in der 
Universitätsklinik Heidelberg im Bereich Chirurgie entnommen. Dabei wurde das 
Pankreasgewebe sofort nach der Operation in EZBM überführt und innerhalb von zwei Stunden 
weiterverarbeitet oder kryokonserviert und bei -70°C aufbewahrt.  
 
 
3.5.3 Anreicherung mikrovaskulärer Endothelzellen mittels Dynabeads 
 
Zur Isolierung bzw. Depletion bestimmter Zellfraktionen wurden magnetische Dynabeads 
eingesetzt. Dynabeads sind monodisperse Polystyrol-Beads, die mit einer gleichmäßigen 
Schicht an Eisenoxiden (Fe2O3 und Fe3O4) überzogen sind. An die Oberfläche der Beads sind 
Antikörper gekoppelt, die entweder gegen bestimmte Oberflächenantigene oder Immunglobuline 
gerichtet sind. Aufgrund der magnetischen Eigenschaften lassen sich spezifisch an die Beads 
gebundene Zellen mit Hilfe eines Magnetfeldes anreichern. Nach mechanischer Aufarbeitung des 
Gewebes (siehe Abschnitt 3.2.4) konnte die Einzelzellsuspension in ein neues Reaktionsgefäß 
überführt werden. Mit Hilfe von anti-CD31-Beads konnten Endothelzellen aus dem Zellgemisch 
isoliert werden. Für 1 x 107 Zellen wurden hierzu 7µl anti-CD31-Beads zweimal mit PBS 
gewaschen und in 100µl EZBM aufgenommen. Die Beads wurden zu dem Zellgemisch 
zugegeben und für 30min bei 4°C auf einem Schüttler inkubiert. Die im Überstand befindlichen 
Endothelzellen wurden anschließend mittels Magnetic Particle Concentrator (MPC) isoliert. 
Dazu wurde das Röhrchen am MCP fixiert und der Überstand in ein neues Röhrchen überführt. 
Der Vorgang wurde zweimal wiederholt, um die Beads und die daran anhaftenden Zellen 
vollständig zu entfernen.  
 
 
3.5.4 Anreicherung von CD4+CD25- T-Zellen und CD4+CD25+ regulatorische T-Zellen mittels 
MACS MicroBeads 
 
Die Aufreinigung von regulatorischen T-Zellen erfolgte im Anschluss an eine Isolation von 
mononukleären Zellen aus peripherem Blut mittels Ficoll Dichtegradient (siehe Abschnitt 3.2.3). 
Nach der Isolation der mononukleären Zellen wurden diese zunächst in RPMI 1650 Medium 
aufgenommen und für 1 bis 2h in einer Kulturflasche ausgesät, um adhärente Zellen zu isolieren. 
METHODEN 
 46 
Die restlichen in Suspension befindlichen Zellen wurden dann für die Aufreinigung 
regulatorischer T-Zellen verwendet. Dafür wurden die Zellen zunächst sedimentiert (1200rpm, 
10min), in RPMI-Medium resuspendiert und die Zellzahl bestimmt. Jeweils 1 x 108 Zellen 
wurden anschließend in 900µl MACS Puffer aufgenommen. Zunächst wurden alle nicht-CD4+ T-
Zellen mit Hilfe von Antikörper-gekoppelten magnetischen MACS MicroBeads isoliert. Jeweils 
1 x 108 Zellen wurden mit 100µl eines Biotin-markierten Antikörpergemisches bestehend aus 
den Markern CD8, CD14, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, TCRγ/δ und CD235a für 10min 
auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte eine Inkubation mit 200µl anti-Biotin-MicroBeads für 
15min auf Eis. Das Gemisch wurde dann mit 2ml MACS Puffer gewaschen, um ungebundenen 
Antikörper zu entfernen. Die so markierten Zellen wurden an eine LS MACS-Säule magnetisch 
gebunden. Die im Durchlauf befindlichen CD4+ T-Zellen wurden in ein neues Reaktionsgefäß 
überführt und mit 100µl anti-CD25-MicroBeads für 15min auf Eis inkubiert. Nach erneutem 
Waschen wurden die so markierten CD4+CD25+ regulatorischen T-Zellen über eine MS MACS-
Säule magnetisch separiert. So konnten CD4+CD25+ T-Zellen von CD4+CD25- Zellen 




3.5.5 Durchflusszytometrie  
 
Die Durchflusszytometrie (Coons et al., 1995) ist ein Verfahren, bei dem Zellen in einem 
Flüssigkeitsstrom phänotypisch charakterisiert und quantifiziert werden können. Dabei geben 
Unterschiede in Lichtbeugung und Lichtstreuung Aufschluss über Größe sowie Granularität der 
Zellen. Mit Hilfe von Fluorochrom-konjugierten Antikörpern können definierte 
Zelloberflächenstrukturen oder intrazelluläre Proteine markiert und untersucht werden. 
In einem Flüssigkeitsstrom der an einem Laserstrahl vorbeigelenkt wird verursachen die Zellen 
eine Lichtstreuung, die zellgebundene Fluorochrome zur Fluoreszenzstrahlung anregt. Die 
Photomultiplier detektieren das gestreute Licht, welches Auskunft gibt über Größe und 
Granularität der Zellen. Die Fluoreszenzstrahlung, welche die Expression von Antigenen auf der 
Zelloberfläche bzw. im Zellinnern nachweist, wird zusätzlich detektiert. 
Die Fluoreszenz wurde mit Hilfe des Durchflusszytometers FACSCantoII bestimmt. Je nach 





Pro Ansatz wurden 2 x 104 - 2 x 106 Zellen zweimal mit eiskaltem FACS-Puffer (je 500µl) 
gewaschen. Die Zellsedimente wurden dann in 100µl (2,5mg/ml) Endobulin aufgenommen und 
für 10min. auf Eis inkubiert. Endobulin enthält humanes IgG, welches Fc-Rezeptoren und somit 
unspezifische Bindungsstellen für die Fluoreszenz-konjugierten Antikörper absättigt. Die Zellen 
wurden anschließend einmal mit eiskaltem FACS-Puffer (je 500µl) gewaschen und in 50-100µl 
Antikörperlösung (Verdünnung in FACS-Puffer) für 30min auf Eis inkubiert. Überschüssige 
Antikörper wurden dann durch zweimaliges Waschen mit 500µl FACS-Puffer entfernt. Bei einer 
indirekten Färbung wurde nun 100µl des entsprechenden sekundären Antikörpers zu den Zellen 
gegeben und für 30min auf Eis inkubiert. Bei direkten Färbungen wurden die Zellen nach 
zweimaligem Waschen mit 500µl FACS-Puffer anschließend in 200µl FACS-Puffer 
aufgenommen. 
 
Nachweis von toten Zellen mittels Propidiumiodid-Inkorporation 
Propidiumiodid (PI) ist ein fluoreszierender aromatischer Kohlenwasserstoff, der von spät-
apoptotischen sowie nekrotischen Zellen nach einsetzender Permeabilisierung der Zellmembran 
inkorporiert wird und schließlich in die DNA interkaliert. PI kann sowohl zur Ermittlung der 
Anzahl toter Zellen innerhalb einer Gesamtpopulation als auch zum Ausschluss toter Zellen bei 
der Analyse definierter Oberflächenmoleküle herangezogen werden. 
Nach der Inkubation mit Fluoreszenz-markierten Antikörpern wurde kurz vor der Messung im 
Durchflußzytometer 1µg/ml PI zugegeben und die Zellen für ca. 1min. inkubiert. 
 
 
3.5.6 Immunhistologische Antikörperfärbungen 
 
In Vorbereitung für die immunhistologischen Färbungen wurden am Kryostat bei –20°C 5µm 
dicke Schnitte aus verschiedenen Donorgeweben hergestellt und auf Glasobjektträger gebracht. 
Die Schnitte wurden dann mit eiskaltem Aceton für 5min bei RT fixiert und darauffolgend für 
die Färbungen eingesetzt.  
Immunhistochemische Färbetechniken erlauben die Sichtbarmachung von Gewebe- bzw. 
Zellantigenen. Dabei wurden ursprünglich direkte Färbetechniken genutzt, bei der die Antikörper 
direkt an Enzyme gekoppelt waren, die einen Substrat-Farbumschlag an der Stelle der 
Antigenexpression verursachen. Mit Einführung der indirekten Methode verbesserte sich auch 
die Sensitivität signifikant. Dabei wird ein Sekundärantikörper genutzt der den jeweiligen 
Primärantikörper bindet und sein Signal verstärkt.  
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Das Gewebe wurde zunächst mit Serum aus der Herkunftsspezies des jeweiligen 
Sekundärantikörpers für 10min bei RT inkubiert, um unspezifische Bindungensstellen zu 
blockieren. Dann folgte eine Inkubation mit dem jeweiligen Primärantikörper für 30-60min bei 
RT. Anschließend wurden die Gewebeschnitte dreimal je 5min mit PBS bei RT gewaschen. 
Darauffolgend wurde das Gewebe im abgedunkelten Raum mit einem fluorochrom-gekoppelten 
sekundären Antikörper für 30min bei RT inkubiert, der den jeweiligen Primärantikörper 
detektierte. Nach drei weiteren Waschschritten mit PBS folgte eine Inkubation mit DAPI für 
3min bei RT im dunkeln. Dieser Farbstoff bindet an die DNA der Zellen und markiert die 
Zellkerne. Anschließend wurden die Gewebeschnitte dreimal für 10min mit PBS gewaschen, auf 




3.5.7 Immunzytologische Antikörperfärbungen 
 
Für die immunzytologischen Färbungen wurden die Zellen am Vortag auf Kammerobjektträger 
in der entsprechenden Zellzahl ausgesät (siehe Abschnitt 3.3.2). Die Zellen wurden für 15min bei 
RT in 4% Paraformaldehyd (PFA) fixiert und anschließend für 15min bei RT in 0,1% Triton X-
100 permeabilisiert. Danach standen sie für die Färbungen zur Verfügung (siehe Abschnitt 
3.5.6.). 
 
3.5.8 Hämatoxylin- und Eosinfärbung von Zellen 
 













Hämatoxylin ist ein natürlicher Farbstoff aus dem Blauholzbaum. Um seine färbende Eigenschaft 
zu entwickeln, muss er zu Hämalaun, ein basischer Hämateinlack, aufbereitet werden. Hämalaun 
färbt alle sauren bzw. basophilen Strukturen aufgrund des niedrigen pH-Wertes der Färbelösung 
zunächst rötlich-braun, insbesondere Zellkerne mit der darin enthaltenen DNS und das raue 
endoplasmatische Retikulum. Durch Erhöhung des pH-Wertes (Bläuen) mittels Spülen in 
Leitungswasser schlägt der Farbton in das typische Blauviolett um. Anschließend folgt die 
Zytoplasma-Färbung in einer alkoholischen oder wässrigen Lösung von Eosin. Eosin ist ein 
synthetischer saurer Farbstoff, der alle acidophilen bzw. basischen (eosinophilen) Strukturen rot 
färbt, was vor allem die Zellplasmaprotein umfasst. Durch weitere Spülschritte über 
Alkohollösungen in aufsteigender Konzentration bis zu absolutem Alkohol wird das Wasser aus 
dem Gewebeschnitt verdrängt. Schließlich wird der entwässerte Schnitt in dem organischen 
Lösungsmittel Xylol geklärt. 
Es wurden 1 x 105 bis 3 x 105 Endothelzellen auf Migrationsmembranen ausgesät und für 24h bis 
48h wachsen gelassen (siehe Abschnitt 3.3.2). Anschließend wurden die Zellen mit 4% PFA 
fixiert und mit 0,1% Triton permeabilisiert (siehe Abschnitt 3.5.7). Für die Kernfärbung werden 
die Membranen für 5-10min in Mayer´s Hämalaunlösung gelegt und anschließend zunächst in 
Leitungswasser und dann in VE-Wasser für jeweils 1min gebläut. Nach Entwässern mit 
70%igem und 90%igen Ethanol erfolgte für 1min die Plasmafärbung in der Eosinlösung. Zum 
endgültigen Entwässern erfolgt dann die Behandlung mit abs. Ethanol. Die entwässerten Zellen 
wurden dann in Xylol geklärt. Zum Schluss wurden die Membranen mit 150µl Kaiser´s 
Glyzeringelatine eingedeckelt und am Mikroskop ausgewertet. 
 
 
3.6 In vitro Angiogenesetest 
 
In dem in vitro Angiogenesetest sollte die Kapazität von Endothelzellen zur Angiogenese-
Induktion getestet werden. Dazu wurden 100µl Matrigel pro well in einer 96-well Platte ausgesät 
und bei 37°C für 1h inkubiert, so dass das Matrigel polymerisierte. Je 2 x 104 Endothelzellen 
wurden dann pro well auf das Matrigel in Suspension gegeben. Bei den Blockade-Experimenten 
wurden den Endothelzellen blockierende Antikörpern in den Mediumüberstand zugegeben. Nach 





3.7 In vitro Transmigrationstest 
 
3.7.1 In vitro Transmigration von Endothelzellen 
 
Für die in vitro Transmigrationstests wurden Transwell-Membran-Einsätze mit einer Porengröße 
von 8µm 1h bei 4°C mit kalter 0,2%iger Gelatine beschichtet. Danach wurden     5 x 104 bis 1 x 
105 Endothelzellen pro Kammer dazugegeben. Die Endothelzellen wurden zuvor für 16h mit 
TNF-α stimuliert. Als chemoattraktives Molekül wurde das Medium in der unteren Kammer mit 
SDF-1β (100ng/ml) versetzt. Nach 24h wurde die Anzahl der transmigrierten Zellen mit 
computer-unterstützter Auszählung am Casy Zellzähler bestimmt. Bei den Blockade-




3.7.2. In vitro transendotheliale Migration von Tumorzellen und T-Zellen 
 
Für die in vitro transendothelialen Migrationstests wurden Transwell-Membran-Einsätze mit 
einer Porengröße von 5µm 1h bei 4°C mit kalter 0,2%iger Gelatine beschichtet. Danach wurden 
1 x 105 bis 3 x 105 Endothelzellen pro Kammer dazugegeben und für 24h bis 48h auf der 
Membran zu einem konfluenten Zellrasen wachsen gelassen (siehe Abschnitt 3.3.2). Die 
Endothelzellen wurden die letzten 16h mit TNF-α stimuliert. Nach 48h wurden 5 x 104 bis 1 x 
105 Tumorzellen bzw. T-Zellen in die obere Kammer zugegeben. Als chemoattraktives Molekül 
wurde das Medium in der unteren Kammer mit SDF-1β versetzt. Nach 24h wurde die Anzahl der 
transmigrierten Zellen mit computer-unterstützter Auszählung am Casy Zellzähler bestimmt. 
Bei den Blockade-Experimenten wurden den Endothelzellen blockierende Antikörpern in den 
Mediumüberstand zugegeben bzw. die Tumorzellen und T-Zellen mit den blockierenden 
Antikörpern in Suspension vorinkubiert. Bei den T-Zell Stimulations-Experimenten wurden 1 x 
104 bis 1 x 105 T-Zellen in die untere Kammer zugegeben. Für die Aktivierung der T-Zellen 
wurden CD3/CD28 Expander Beads (4 Beads pro Zelle) in die untere Kammer zugegeben. Nach 
24h konnten die T-Zellen von den transmigrierten Tumorzellen durch immuno-magnetische 
Isolation mittels der CD3/CD28 magnetischen Beads (siehe Abschnitt 3.5.3) isoliert werden. So 
konnte die Anzahl der transmigrierten Tumorzellen mit computer-unterstützter Auszählung am 
Casy Zellzähler bestimmt werden. 
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3.8 In vitro Adhäsionstest 
 
1 x 105 Endothelzellen wurden am Vortag auf Fibronektin beschichteten Kammerobjektträgern 
ausgesät (siehe Abschnitt 3.3.2). Die Tumorzellen wurden mit 25mM Carboxyfluorescein 
Succinimidylester (CFSE) für 30min in 3% FKS/PBS bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden 
die Zellen pelletiert (1200rpm, 5min) und für weitere 30min in 10% FKS/DMEM Medium 
inkubiert. Dies diente der Bindung überschüssigen Farbstoffes. Die Zellen wurden dann einmal 
mit 10% FKS/DMEM Medium gewaschen und 1 x 105 Zellen pro Kammer auf die ausgesäten 
Endothelzell-Monolayer gegeben. Die Inkubation erfolgt für 60min bei 37°C. Anschließend 
wurden nicht-gebundene Tumorzellen durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt und die 
Zellen auf den Objektträgern mit 150µl Kaiser´s Glyzeringelatine eingedeckelt und am 
Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Bei den Blockade-Experimenten wurden den Endothelzellen 
blockierende Antikörpern in den Mediumüberstand zugegeben bzw. die Tumorzellen mit den 
blockierenden Antikörpern in Suspension vorinkubiert. Danach wurde überschüssiger Antikörper 
im Überstand weggewaschen. 
 
 
3.9 [3H]-Thymidin Proliferationstest  
 
Während der Synthese-Phase (S-Phase) des Zellzyklus erfolgt die Replikation der DNA. Für 
diesen Replikationsvorgang benötigt die Zelle die vier Nukleoside Adenosin, Guanosin, Cytidin 
und Thymidin. Wenn einer Zellkultur während eines Zeitraums von mindestens 4h und maximal 
18h radioaktiv markiertes [
3
H]-Thymidin zur Verfügung gestellt wird, wird dieses in die DNA 
einer proliferierenden Zelle eingebaut. Anschließend kann die radioaktiv markierte DNA auf 
einen Glasfaserfilter mit hoher Bindungskapazität für Nukleinsäuren gebunden werden. Durch 
eine Szintillator-Lösung wird die durch den radioaktiven Zerfall des markierten [
3
H]-Thymidins 
freigesetzte β-Strahlung in sichtbares Licht umgewandelt. Die Menge der emittierten β-Strahlung 
wird im Szintillationsmessgerät als Zählereignisse pro Minute (cpm, counts per minute) 
registriert und dient als ein Maß für die Zellproliferation.  
Mononukleäre Zellen wurden frisch aus peripherem Blut mittels Ficoll Dichtegradienten isoliert 
(siehe Abschnitt 3.2.3). Anschließend erfolgte eine Aufreinigung CD4+CD25- konventioneller T-
Zellen und CD4+CD25+ regulatorische T-Zellen mittels MACS MicroBeads (siehe Abschnitt 
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3.5.4). 5 x 104 CD4+CD25- konventionelle T-Zellen wurden in eine 96-well Platte ausgesät und 
mit unterschiedlichen Konzentrationen CD4+CD25+ regulatorischer T-Zellen (1:0, 2:1, 4:1, 8:1 
und 16:1) für 72h co-kultiviert. Zusätzlich wurden 5 x 104 regulatorische T-Zellen ohne Zugabe 
von konventionellen T-Zellen (negative Kontrolle) sowie 1 x 105 konventionelle T-Zellen ohne 
Zugabe von regulatorischen T-Zellen (positive Kontrolle) kultiviert. Für die Aktivierung der T-
Zellen wurden CD3/CD28 Expander Beads (4 Beads pro Zelle) zugegeben und für 72h bei 37°C 
inkubiert. Anschließend wurde [3H]-Thymidin (1µCi pro well) zugegeben und für weitere 16h 
bei 37°C kultiviert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen für eine Stunde bei – 
80°C tiefgefroren und anschließend bei 37°C aufgetaut. In der Ansaugvorrichtung wurden die 
eingespannten Filtermatten zunächst durch destilliertes Wasser benetzt. Dann wurde die Lösung 
aus den Kulturplatten aufgesaugt und auf die Filtermatten übertragen. Die einzelnen 
Vertiefungen der Zellkulturplatte wurden in drei vollautomatischen Spülgängen abschließend mit 
ddH2O ausgespült und die Spülflüssigkeit ebenfalls durch die Filtermtte gefiltert. Die 
Filtermatten wurden im Mikrowellen-Gerät getrocknet, mit Szintillatorlösung vollständig 




3.10 Darstellung der Messergebnisse und Statistik 
 
Für eine Messreihe mit n unabhängigen Experimenten wurde aus den Messergebnissen der 
Mittelwert x und die Standardabweichung SD errechnet. Die Darstellung der Messergebnisse 
erfolgte als x ± SD. Nachfolgend wurden die Mittelwerte der Messreihen mit einem zweiseitigen 
t-Test für unverbundene Stichproben nach Student analysiert. Der p-Wert ist das Ergebnis eines 
Signifikanztests (Bender und Lange, 2001). Die Irrtumswahrscheinlichkeit p (Signifikanzniveau) 





Für die Gewinnung und Untersuchungen sämtlicher humaner Gewebeproben lag das schriftliche 
Einverständnis der betroffenen Patienten vor. Das Versuchsvorhaben erfolgte jeweils nach 





4.1 Die endotheliale Expression des L1 Zelladhäsionsmoleküls (L1CAM) in 
Pankreas Kontroll- und Tumorgeweben in situ 
 
Die Vaskularisierung des Tumorgewebes ist eine entscheidende Bedingung für eine ausreichende 
Versorgung des Tumorgewebes mit Nährstoffen und Sauerstoff. Gleichzeitig stellt sie eine 
notwendige Vorraussetzung für die Infiltration immunmodulatorischer Zellen ins Tumorgewebe 
und für Metastasierungsprozesse dar. Der Ein- und Austritt von Zellen wird durch das Endothel 
reguliert. Die molekularen Determinanten, die für die Koordination dieser Funktion 
verantwortlich sind, bilden die der Immunglobulin (Ig)-Superfamilie angehörigen 
Zelladhäsionsmoleküle (cell adhesion molecules, CAMs). Viele Mitglieder der Ig-Superfamilie, 
wie z. B. PECAM-1 (CD31), sind als notwendige Faktoren für die parazelluläre Transmigration 
durch die Endothelzell-Barriere beschrieben worden (Ley et al., 2007). Ein weiteres Mitglied der 
Ig-Superfamilie ist das Zelladhäsionsprotein L1CAM (CD171). Eine endotheliale L1CAM 
Expression konnte bereits mehrfach nachgewiesen werden (Felding-Habermann et al., 1997; 
Kaifi et al., 2006a; Pancook et al., 1997; Prevost et al., 2002; Thies et al., 2002; Voura et al., 
2001). Um die Bedeutung von L1CAM bei der transendothelialen Migration von Tumorzellen 
und Lymphozytensubpopulationen im Kontext der Metastasierung zu klären, wurden 
Expressionsniveau, Adhäsions- und Migrationsverhalten der für die Metastasierung 
verantwortlichen Zellen in vitro untersucht. 
 
Um den Grad der Vaskularisierung der L1CAM Expression auf Pankreas Tumor- und 
Kontrollgewebe sowie Pankreas Tumor- und Kontrollendothel in situ zu analysieren, wurden 
immunhistologische Färbungen auf unterschiedlichen Kontroll- und Primärtumorgeweben 
angefertigt. Als Kontrollgewebe wurde tumorfreies peritumorales Gewebe der 
Pankreaskarzimompatienten herangezogen. Die Detektion des Endothels im Gewebe erfolgte mit 
Hilfe eines spezifischen monoklonalen Antikörpers (mAk) gegen CD31, welches von allen 
Endothelzellen konstitutiv exprimiert wird und als Endothelzell-Markerprotein gilt. Zur 
sensitiveren Detektion der Gefäßstrukturen wurden die Zellkerne zusätzlich mit DAPI gefärbt. 
Die Quantifizierung der Färbung erfolgte computergestützt mit Hilfe der AnalySIS® Software. 
Dadurch konnte der prozentuale Anteil Antikörper-gefärbter Gewebebereiche an der 
Gesamtgewebefläche berechnet werden. 
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Die Färbungen zeigten in Kontroll- und Tumorgeweben eine homogene Verteilung der Gefäße. 
Der prozentuale Anteil der durch den CD31 spezifischen mAk gefärbten Fläche betrug im 
Kontrollgewebe 0,7% ± 0,1% und im Tumorgewebe 1,6% ± 0,3%. Daraus ergibt sich ein 
zweifach höherer Anteil der CD31 gefärbten Endothelzellen in Tumorgeweben im Vergleich zu 
den Kontrollgeweben (Abbildung 4.1 und 4.2). 
 
Um den prozentualen Anteil einer L1CAM Expression in Kontroll- und Tumorgeweben 
analysieren zu können, wurde auf den gleichen Geweben L1CAM mit einem spezifischen 
monoklonalen Antikörper (mAk L1-11A) sowie CD31 mit einem zweiten Fluorochrom 
(Doppelfärbung) gefärbt. So konnte gleichzeitig zum prozentualen Anteil der L1CAM 
Expression im Gewebe auch die endotheliale L1CAM Expression bestimmt werden. Dieses 
wurde anhand der Überlagerung der beiden gefärbten Bereiche für CD31 und L1CAM auf Basis 
der Gesamtgewebefläche im Sichtfeld quantifiziert. 
 
 
Abbildung 4.1: Repräsentative immunhistologische Färbung von L1CAM (rot) auf Endothelzellen (CD31; grün) in 
Kontroll- und Tumorgewebe in situ. Das Tumorgewebe zeigt im Vergleich zum Kontrollgewebe eine stärkere 
Vaskularisierung, eine erhöhte L1CAM Expression sowie eine basolaterale L1CAM Expression im Kontrollgewebe 
(links; Pfeile) und Co-Lokalisation mit CD31 (gelb) im Tumorgewebe (rechts; Pfeile). Die Zellkerne wurden zur 
besseren Detektion von Gefäßstrukturen mit DAPI gefärbt. Originalvergrößerung 400x (obere Reihe) und 630x 






Die Färbungen zeigten in den Tumorgeweben eine deutliche Erhöhung der L1CAM Expression 
im Vergleich zu den Kontrollgeweben. Der prozentuale Anteil der durch L1CAM gefärbten 
Fläche betrug im Kontrollgewebe 0,5% ± 0,1% und im Tumorgewebe 1,5% ± 0,3%. Daraus 
ergibt sich eine Erhöhung der L1CAM Expression auf die 3fache Fläche in den Tumorgeweben 
gegenüber den Kontrollgeweben (Abbildung 4.1 und 4.2). 
 
Die Expressionssteigerung in den Tumorgeweben ging mit einer veränderten L1CAM 
Lokalisation einher. So war in den Kontrollgeweben häufig eine basolaterale Lokalisation von 
L1CAM zu beobachten, wohingegen in den Tumorgeweben oft eine luminale Expression, co-
lokalisiert mit CD31, zu finden war (Abbildung 4.1, Pfeile). Zur Bestimmung des prozentualen 
Anteils der endothelialen L1CAM Expression wurden die Gesamtendothelanteile der Kontroll- 
und Tumorgewebe mit dem Anteil der L1CAM Expression auf dem jeweiligen Endothel 
korreliert. Der prozentuale Anteil der endothelialen L1CAM Expression betrug im 
Kontrollgewebe 0,6% ± 0,3% und im Tumorgewebe 8,1% ± 1,7%. Daraus ergibt sich eine 
Erhöhung auf das 13,5fache der endothelialen L1CAM Expression in den Tumorgeweben im 
Vergleich zu den Kontrollgeweben (Abbildung 4.1 und 4.2). 
 
 
Abbildung 4.2: Prozentualer Anteil der durch CD31 (links), L1CAM (mitte) und endothelialem L1CAM (rechts) 






























































































































































































4.2 Die L1CAM Expression von Kontroll- und Tumorendothelzellen in vitro 
 
4.2.1 Immunzytologische Bestimmung der konstitutiven L1CAM Expression auf Kontroll- und 
Tumorendothelzellen in vitro 
 
Um die Rolle von L1CAM auf Kontroll- und Tumorendothel genauer zu untersuchen, sollte 
verifiziert werden, ob die endotheliale L1CAM Expression auch in vitro detektierbar ist. Ebenso 
sollte bestimmt werden, ob die in situ analysierten quantitativen Unterschiede der L1CAM 
Expression auf Pankreas Kontroll- und Tumorendothel sich auch in vitro widerspiegeln. 
 
Die Detektion von L1CAM erfolgte durch einen spezifischen mAk (mAk L1-11A). Es wurden 
Tumorendothelzellen aus Pankreas Tumorgeweben isoliert und unter Standardkulturbedingungen 
(37°C, 5% CO2) kultiviert. Als Kontrollendothelzellen wurden nicht-maligne makrovaskuläre 
HUVEC (human umbilical vein endothelial cells; aus der humanen Nabelschnurvene isolierte 
Endothelzellen) und mikrovaskuläre HPMEC (human pulmonary microvascular endothelial 
cells; aus der humanen Lunge isolierte Endothelzellen) verwendet. Die immunzytologischen 
Färbungen sollten die konstitutive L1CAM Expression der Kontrollendothelzellen (HUCEC und 
HPMEC) mit der konstitutiven L1CAM Expression der Pankreas Tumorendothelzellen 
(PAMEC) vergleichen. Zur Vereinfachung der Quantifizierung der Zellzahlen wurden die 
Zellkerne mit DAPI gefärbt. Die Quantifizierung der Färbung erfolgte in drei unabhängigen 
Ansätzen durch Auszählen von fünf Gesichtsfeldern am Fluoreszenzmikroskop. Dadurch konnte 
der prozentuale Anteil L1CAM exprimierender Endothelzellen berechnet werden.  
 
Die Färbung der PAMEC zeigte eine deutliche Erhöhung der konstitutiven L1CAM Expression 
(rot) im Vergleich zu den HUVEC bzw. HPMEC. Der prozentuale Anteil der L1CAM 
exprimierenden Kontrollendothelzellen betrug 15,3% ± 1,3% (HUVEC) sowie 19,5% ± 1,4% 
(HPMEC). Der prozentuale Anteil der L1CAM exprimierenden Tumorendothelzellen betrug 
25,2% ± 2,5%. Daraus ergibt sich eine Erhöhung der L1CAM Expression der PAMEC auf das 
1,6fache im Vergleich zu den HUVEC bzw. eine Erhöhung auf das 1,3fache im Vergleich zu den 




Abbildung 4.3: Repräsentative immunzytologische Färbung der konstitutiven L1CAM Expression auf 
Kontrollendothelzellen (HUVEC und HPMEC) sowie Pankreas Tumorendothelzellen (PAMEC) in vitro. A 
Deutliche Erhöhung der L1CAM Expression (rot) der PAMEC im Vergleich zu HUVEC und HPMEC. Die 
Kernfärbungen mit DAPI ermöglichen ein einfacheres Quantifizieren der Zellzahlen. Originalvergrößerung 400x. B 




4.2.2 Durchflusszytometrische Bestimmung der konstitutiven L1CAM Expression auf 
Kontroll- und Tumorendothelzellen in vitro 
 
Die durch die immunzytologische Analyse detektierte erhöhte L1CAM Expression auf Pankreas 
Tumorendothelzellen (siehe Abschnitt 4.2.1) sollte mittels durchflusszytometrischer Messung 
verifiziert werden. Dabei sollte die konstitutive L1CAM Expression der Kontrollendothelzellen 
mit der konstitutiven L1CAM Expression der Pankreas Tumorendothelzellen verglichen werden. 
Um Apoptotische und nekrotische Zellen aus der Quantifizierung auszuschließen, wurden die 
Zellen zusätzlich mit Propidiumiodid (PI) gefärbt. Mit Hilfe streng vorbestimmter 
Qualitätskriterien bei der Identifizierung der quantifizierten Zellen konnte eine vitale 
Zellpopulation detektiert werden, welche sich durch ein homogenes Muster an Größe und 
Granularität auszeichnete. Diese festgelegten Parameter wurden für alle weiteren FACS-




















































































































Abbildung 4.4: FACS-Analyse der konstitutiven L1CAM Expression auf Kontrollendothelzellen (HUVEC und 
HPMEC) und Pankreas Tumorendothelzellen (PAMEC) in vitro. Dargestellt sind repräsentative 
Expressionsvergleiche der konstitutiven L1CAM Expressionen der HUVEC, HPMEC und PAMEC. Die Abbildung 
zeigt eine deutlich stärkere konstitutive L1CAM Expression der PAMEC. Es wurden 30.000 Ereignisse am 
FACSCanto® II ausgezählt. 
 
 
Die durchflusszytometrische Analyse der PAMEC zeigte, wie die immunzytologische 
Bestimmung, ebenfalls eine deutliche Erhöhung der konstitutiven L1CAM Expression im 
Vergleich zu den Kontrollendothelzellen. Die mittlere Fluoreszenz Intensität (MFI) der L1CAM 
exprimierenden Kontrollendothelzellen betrug 9 ± 1 (HUVEC) sowie 15,8 ± 3,7 (HPMEC) und 
der Tumorendothelzellen 47,7 ± 4,1 (Abbildung 4.4). 
 
 
Abbildung 4.5: Mittlere Fluoreszenz Intensität (MFI) der L1CAM gefärbten Endothelzellen. Dargestellt ist der 
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Daraus ergibt sich eine Erhöhung der konstitutiven L1CAM Expression der PAMEC auf das 
4,6fache im Vergleich zu HUVEC bzw. auf das 3fache im Vergleich zu HPMEC (Abbildung 
4.5). Die Ergebnisse zeigten, dass mit beiden Methoden, Immunzytologie und 
Durchflusszytometrie, eine signifikante Erhöhung der L1CAM Expression auf den Pankreas 
Tumorendothelzellen gemessen werden konnte.  
 
4.2.3 Immunzytologische Bestimmung der Wirkung von allogenem Kontroll- und 
Tumorgewebe-Lysat auf die endotheliale L1CAM Expression in vitro 
 
Im folgenden sollte untersucht werden, ob die gemessene erhöhte konstitutive L1CAM 
Expression der PAMEC (siehe Abschnitt 4.2.1 und 4.2.2) auf einen direkten Einfluss des Tumors 
zurückzuführen ist. Des Weiteren sollte analysiert werden, ob die festgestellten Unterschiede der 
konstitutiven L1CAM Expression zwischen HUVEC bzw. HPMEC und PAMEC auf das 
Tumormikromilieu zurückzuführen sind. Dazu musste zunächst ausgeschlossen werden, dass die 
analysierten Unterschiede lediglich auf unterschiedlichen Organursprüngen (Nabelschnur bzw. 




Abbildung 4.6: Immunzytologische Analyse der L1CAM Expression der HUVEC nach Kultivierung mit allogenem 
Pankreas Tumorgewebe-Lysat in vitro. Als allogenes Kontroll-Lysat dienten mononukleäre Zellen aus peripherem 





























































Es sollte evaluiert werden, ob die verwendeten HUVEC und HPMEC als Kontrollendothelzellen 
herangezogen werden können. Hervorgerufene Unterschiede aufgrund unterschiedlicher 
Gefäßarten konnten im Vorfeld ausgeschlossen werden, da als Kontrollendothelzellen sowohl 
makrovaskuläre HUVEC als auch mikrovaskuläre HPMEC verwendet wurden, die beide 
signifikante L1CAM Expressionsunterschiede im Vergleich zu den PAMEC zeigten (siehe 
Abschnitt 4.2.1 und 4.2.2). 
Um das Tumormikromilieu zu imitieren, wurden HUVEC einerseits mit Endothelzell Basal 
Medium (EZBM) kultiviert und andererseits mit EZBM, welches allogenes Pankreas 
Tumorgewebe-Lysat (50µg/ml) aus homogenisiertem Pankreasgewebe enthielt. Als allogenes 
Kontroll-Lysat dienten mononukleäre Zellen aus peripherem Blut (PBMZ). Die Ergebnisse 
zeigten eine deutliche Erhöhung der L1CAM Expression der HUVEC in vitro, wenn die Zellen 
zusätzlich mit allogenem Pankreas Tumorgewebe-Lysat kultiviert wurden (Abbildung 4.6). 
 
 
4.2.4 Immunzytologische Bestimmung der Wirkung von Kontroll- und Tumorzelllinien-
Lysaten auf die endotheliale L1CAM Expression in vitro 
 
Nachdem eine erhöhte L1CAM Expression der mit allogenem Pankreas Tumorgewebe-Lysat 
inkubierten HUVEC gezeigt werden konnte (siehe Abschnitt 4.2.3), sollte analysiert werden, ob 
diese Wirkung auch durch ein Pankreas Tumorzelllinien-Lysat hervorgerufen werden kann. Zu 
untersuchen war, ob dieses Lysat ebenfalls das Tumormikromilieu imitieren und dadurch zu 
einer erhöhten L1CAM Expression der Kontrollendothelzellen in vitro führen kann.  
HUVEC und HPMEC wurden mit EZBM oder EZBM, welches Panc1 Tumorzelllinien-Lysat 
(50µg/ml) enthielt, kultiviert. Für das Kontroll-Lysat wurden PBMZ verwendet. Sowohl PBMZ  
als auch Panc1 Zellen (siehe Abschnitt 4.6.8) exprimieren L1CAM (Ebeling et al., 1996; 
Felding-Habermann et al., 1997). Des Weiteren konnten Mechtersheimer et al. (2001) zeigen, 
dass lösliches L1CAM autokrin oder parakrin an Zellen binden kann. Um zu zeigen, dass die 
beobachtete erhöhte L1CAM Expression nicht auf eine Bindung von löslichem L1CAM aus den 
Lysaten zurückzuführen ist, wurde für ein weiteres Kontroll-Lysat die embryonale 








Abbildung 4.7: Immunzytologische Bestimmung der L1CAM Expression der HUVEC und HPMEC nach 
Kultivierung mit Panc1 Tumorzelllinien-Lysat in vitro. Gezeigt werden repräsentative Aufnahmen der L1CAM 
Expression (rot) der HUVEC und HPMEC nach Inkubation mit Panc1 Tumorzelllinien-Lysat. Als Kontroll-Lysate 
wurden PBMZ und HEK293L1 Zell-Lysate verwendet. Die Kernfärbungen mit DAPI ermöglichen ein einfacheres 
Quantifizieren der Zellzahlen. Originalvergrößerung 400x. 
 
 
Die Ergebnisse zeigten eine signifikante Erhöhung der L1CAM Expression von Panc1 
Tumorzelllinien-Lysat behandelt HUVEC und HPMEC von 75,4% ± 4,5% (HUVEC) bzw. 
53,3% ± 2,9% (HPMEC) im Vergleich zu den unbehandelten Zellen (17,6% ± 1,8% bei HUVEC 
bzw. 26,4% ± 4,2% bei HPMEC) und den mit PBMZ-Lysat (42% ± 6,9%  bei HUVEC bzw. 
24,6% ± 3,2% bei HPMEC) und HEK293L1-Lysat (29,8% ± 6,5% bei HUVEC bzw. 24,3% ± 
3,5% bei HPMEC) behandelten Zellen. Die PBMZ und HEK293L1 Kontroll-Lysate führten zu 
keiner signifikanten Erhöhung der L1CAM Expression im Vergleich zu den unbehandelten 































































Abbildung 4.8: Vergleich des prozentualen Anteils L1CAM exprimierender Kontrollendothelzellen (HUVEC und 
HPMEC) nach Inkubation mit Panc1 Tumorzelllinien-Lysat ermittelt durch Quantifizierung der immunzytologische 
Bestimmung der L1CAM Expression. n=3. Signifikanzniveau: **p<0,05. 
 
 
4.2.5 Immunzytologische Bestimmung der Wirkung von immunmodulatorischen Zytokinen auf 
die endotheliale L1CAM Expression in vitro 
 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass sowohl allogenes Pankreas Tumorgewebe-Lysat als auch 
Panc1 Tumorzelllinien-Lysat zu einer Erhöhung der L1CAM Expression der HUVEC und 
HPMEC führte (siehe Abschnitt 4.2.3 und 4.2.4), stellte sich die Frage, auf welche vom Tumor 
sezernierten Faktoren diese beobachtete Wirkung zurückzuführen sein könnte. Um diese Frage 
zu untersuchen, wurde die Wirkung der immunmodulatorischen Zytokine TNF-α, IFN-γ und 
TGF-β1 auf die endotheliale L1CAM Expression bestimmt. Für diese Zytokine ist eine 
aktivierende Wirkung auf Endothelzellen beschrieben worden (Iruela-Arispe und Sage, 1993; 
Madge und Pober, 2001; Madri et al., 1992; Munro et al., 1989; Pepper et al., 1993; Plouet und 
Gospodarowicz, 1989; Pober, 1988; Pober et al., 1986). Kontroll- (HUVEC und HPMEC) und 
Tumorendothelzellen (PAMEC) wurden mit EZBM oder EZBM, welches TNF-α, IFN-γ oder 
































































































































Abbildung 4.9: Repräsentative Aufnahmen der immunzytologischen Analyse der L1CAM Expression (rot) auf 
Zytokin-aktivierten HUVEC, HPMEC und PAMEC in vitro. Die Kernfärbungen mit DAPI ermöglichen ein 
einfacheres Quantifizieren der Zellzahlen. Originalvergrößerung 400x.  
 
 
Die Inkubation der Endothelzellen mit TNF-α, IFN-γ oder TGF-β1 induzierte eine dosis-
abhängige Zunahme der Anzahl L1CAM-exprimierender HUVEC, HPMEC und PAMEC. Dabei 
bewirkten TNF-α, IFN-γ und TGF-β1 die stärkste Zunahme der Anzahl L1CAM-exprimierender 
Zellen bei den PAMEC. Die Stimulation mit 400U/ml TNF-α bewirkte die stärkste Zunahme der 
Anzahl L1CAM-exprimierender PAMEC auf 77% ± 2,3% im Vergleich zu nicht aktivierten 
PAMEC (24,7% ± 5,5%) sowie mit 400U/ml TNF-α stimulierte HUVEC (53,4% ± 2%) bzw. mit 
400U/ml TNF-α stimulierte HPMEC (57,6% ± 2,4%). Sowohl die Stimulationen mit IFN-γ als 
auch mit TGF-β1 bewirkten eine signifikante Zunahme der Anzahl L1CAM-exprimierender 
PAMEC im Vergleich zur IFN-γ und TGF-β1 Stimulation der HUVEC und HPMEC sowie nicht 

































































Abbildung 4.10: Vergleich des prozentualen Anteils L1CAM exprimierender HUVEC, HPMEC und PAMEC nach 




4.2.6 Durchflusszytometrische Bestimmung der Wirkung von immunmodulatorischen 
Zytokinen auf die endotheliale L1CAM Expression in vitro 
 
Die durch die immunzytologische Analyse gezeigte induzierbare signifikante Erhöhung der 
L1CAM Expression der PAMEC durch die Zytokine TNF-α, IFN-γ und TGF-β1 (siehe Abschnitt 
4.2.5) sollte mittels durchflusszytometrischer Messung verifiziert werden. Dabei sollte die 
stimulierbare L1CAM Expression der HUVEC bzw. HPMEC mit der von PAMEC verglichen 
werden. Da die Vorabeiten bereits zeigten, dass die Stimulation mit der jeweils höheren Zytokin-
Konzentration auch eine höhere L1CAM Expression bewirkte, wurde bei der FACS-Analyse bei 
allen drei Zytokinen die höchste Konzentration verwendet (siehe Abschnitt 4.2.5). 
 
Für die FACS-Analyse wurden die zuvor festgesetzten Parameter verwendet (siehe Abschnitt 
4.2.2). Die eingesetzten Einzelzellsuspensionen wurden mit einem L1CAM-spezifischen 
Antikörper (mAk L1-11A) angefärbt. Um Apoptotische und nekrotische Zellen aus der 
Quantifizierung auszuschließen, wurden die Zellen zusätzlich mit PI gefärbt.  
nicht











































































Abbildung 4.11: FACS-Analyse der L1CAM Expression der HUVEC, HPMEC und PAMEC nach Inkubation (24h) 
mit den immunmodulatorischen Zytokinen TNF-α, IFN-γ und TGF-β1 in vitro. Dargestellt sind repräsentative 
Expressionsvergleiche induzierter L1CAM Expression auf Kontroll- und Tumorendothelzellen. Die Abbildung zeigt 
eine deutlich stärker stimulierbare L1CAM Expression der PAMEC. Nach der Färbung wurden 30.000 Ereignisse 
am FACSCanto® II ausgezählt.  
 
 
Die durchflusszytometrische Messung der PAMEC zeigte ebenfalls eine deutliche Erhöhung der 
induzierbaren L1CAM Expression durch Stimulation mit TNF-α, IFN-γ und TGF-β1 im 
Vergleich zu den HUVEC bzw. HPMEC (Abbildung 4.11 und 4.12). Der MFI der L1CAM 
exprimierenden PAMEC betrug nach TNF-α Stimulation 302 ± 12,7, nach IFN-γ Stimulation 193 
± 13,1 und nach TGF-β1 Stimulation 239,7 ± 26,4. Daraus ergibt sich eine Erhöhung der 
L1CAM Expression nach TNF-α Stimulation auf das 6,3fache, nach IFN-γ Stimulation auf das 
4fache und nach TGF-β1 Stimulation auf das 5fache im Vergleich zu der L1CAM Expression 
nicht aktivierter PAMEC (MFI 47,7 ± 4,1). Die HUVEC und HPMEC zeigten ebenfalls eine 
Zytokin induzierte Erhöhung der L1CAM Expression, die jedoch bei allen drei Zytokinen 
deutlich schwächer war als die Erhöhung der Zytokin induzierten L1CAM Expression der 
PAMEC (HUVEC: TNF-α Stimulation 16,4 ± 5,3, IFN-γ Stimulation 15,7 ± 3 und TGF-β1 
Stimulation 45,3 ± 4,3; HPMEC: TNF-α Stimulation 56,2 ± 5, IFN-γ Stimulation 51,4 ± 2 und 




















































Abbildung 4.12: Mittlere Fluoreszenz Intensitäten der FACS-Analyse der L1CAM gefärbten Endothelzellen nach 
Inkubation mit den immunmodulatorischen Zytokinen TNF-α, IFN-γ und TGF-β1 in vitro. Dargestellt ist der 
Mittelwert aus drei unabhängigen Ansätzen.  
 
 
4.2.7 Biochemische Bestimmung der Wirkung von immunmodulatorischen Zytokinen auf die 
endotheliale L1CAM Expression in vitro 
 
Die durch die immunzytologischen und durchflusszytometrischen Messungen gezeigte 
induzierbare Erhöhung der endothelialen L1CAM Expression durch die immunmodulatorischen 
Zytokine TNF-α, IFN-γ und TGF-β1 (siehe Abschnitt 4.2.5 und 4.2.6) sollte mittels 
biochemischer Analyse verifiziert werden. Da bereits durch diese zwei unterschiedlichen 
Methoden die Stimulierbarkeit der L1CAM Expression durch die jeweiligen Zytokine auf 
Kontroll- (HUVEC und HPMEC) und Tumorendothel (PAMEC) verifiziert werden konnte, 
wurde die Auswahl der Zellen in diesem Experiment auf HUVEC begrenzt. Auch beschränkte 
sich hier die Analyse auf eine Stimulation mit TNF-α und IFN-γ. 
Die Western Blot Analyse der L1CAM Expression auf HUVEC zeigte ebenfalls eine durch TNF-
α und IFN-γ induzierbare Erhöhung der L1CAM Expression. Hierbei wurde ein polyklonaler 
Antikörper gegen den zytoplasmatischen Teil von L1CAM verwendet (pAk zytL1), so dass 
mögliche Spaltfragmente von L1CAM detektiert werden konnten. Die detektierten L1CAM 
Fragmente im Western Blot hatten eine Größe von 220kDa, was dem Laufverhalten von 
ungespaltenem L1CAM im Western Blot entspricht. Die nach Plasmin-, ADAM10- bzw. 
ADAM17-Spaltung entstehenden kleineren Fragmente von 85kDa, 42kDa und 32kDa (Beer et 
al., 1999; Gutwein et al., 2000; Maretzky et al., 2005; Mechtersheimer et al., 2001) konnten 
nicht detektiert werden (Abbildung 4.13 A). Immunpräzipitations-Experimente mit einem gegen 
die extrazelluläre Domäne von L1CAM gerichteten spezifischen Antikörper (mAk L1-11A) zum 

















































































































































































keine lösliche L1CAM Form und somit keine L1CAM-Spaltung nachweisen (Daten nicht 
dargestellt). Die Bestimmung der relativen Proteinmenge zeigte eine Erhöhung der L1CAM 
Expression auf das 2,7fache nach Stimulation mit TNF-α bzw. auf das 1,6fache nach Stimulation 
mit IFN-γ im Vergleich zu nicht aktivierten HUVEC (Abbildung 4.13 B). 
 
 
Abbildung 4.13: Western Blot Analyse der induzierten L1CAM Expression der HUVEC nach Inkubation mit den 
immunmodulatorischen Zytokinen TNF-α und IFN-γ in vitro. A Repräsentative Expressionsvergleiche der L1CAM 
Expression nach Zytokin-Stimulation von HUVEC in vitro. B Die relativen Proteinmengen zeigen eine Zunahme der 
L1CAM Expression nach TNF-α und IFN-γ Stimulation in vitro. 
 
 
4.2.8 Analyse des L1CAM mRNA Expressionsniveaus nach Stimulation mit 
immunmodulatorischen Zytokinen in vitro 
 
Wie bisher durch die immunzytologischen, durchflusszytometrischen und biochemischen 
Messungen gezeigt werden konnte, induzieren die verwendeten immunmodulatorischen Zytokine 
eine Erhöhung der L1CAM Proteinmenge (siehe Abschnitt 4.2.5, 4.2.6 und 4.2.7). Es sollte 
weiterhin untersucht werden, ob die Zytokin Stimulation der Kontroll- und Tumorendothelzellen 
auch Veränderungen der L1CAM mRNA Menge bewirken können. Für diese Analyse wurden 
HUVEC und PAMEC mit TNF-α und IFN-γ stimuliert und anschließend für eine quantitative 
PCR verwendet. Da vorherige L1CAM Proteinanalysen nach 24stündiger Zytokin Stimulation 
gemessen wurden, erfolgte auch hier eine Zytokin-Inkubation für 24h. Die relative 
Quantifizierung der L1CAM mRNA Menge zeigte, dass eine 24stündige Stimulation von 

















































nicht aktivierten HUVEC bewirkte. Die Stimulation von HUVEC mit IFN-γ hingegen bewirkte 
eine Erniedrigung der L1CAM mRNA Menge auf das 0,4fache. Eine 24stündige Stimulation der 
PAMEC mit TNF-α zeigte eine Erhöhung der L1CAM mRNA Menge auf das 1,2fache im 
Vergleich zu nicht aktivierten PAMEC. Die Stimulation von PAMEC mit IFN-γ bewirkte eine 
Erhöhung der L1CAM mRNA Menge auf das 1,1fache im Vergleich zu nicht aktivierten 
PAMEC (Abbildung 4.14 und 4.15).  
 
 
Abbildung 4.14: Quantitative PCR Analyse der L1CAM mRNA Menge der HUVEC (links) und PAMEC (rechts) 
nach Inkubation mit den immunmodulatorischen Zytokinen TNF-α und IFN-γ in vitro. Dargestellt ist die qPCR 
Messung nach 24stündiger Inkubation von HUVEC (links) und PAMEC (rechts) mit TNF-α und IFN-γ in vitro.  
 
 
Des Weiteren sollte untersucht werden, ob sich eine zeitabhängige Veränderung der L1CAM 
mRNA Menge durch Zytokin Stimulation nachweisen lässt. Dafür wurden HUVEC für 6h, 14h 
und 24h mit TNF-α und IFN-γ stimuliert und anschließend die Veränderungen der L1CAM 
mRNA Menge durch quantitative PCR Analyse gemessen. Die relative Quantifizierung zeigte, 
dass eine TNF-α Stimulation von HUVEC nach 6h eine Erhöhung der L1CAM mRNA Menge 
auf das 1,1fache, nach 14h eine Erhöhung auf das 1,8fache und nach 24h eine Erhöhung auf das 
1,4fache im Vergleich zu nicht aktivierten HUVEC bewirkte. Die Stimulation von HUVEC mit 
IFN-γ zeigte nach 6h eine Erhöhung der L1CAM mRNA Menge auf das 1,5fache, nach 14h eine 
Erhöhung auf das 1,4fache und nach 24h eine Erniedrigung auf das 0,4fache im Vergleich zu 












































































Abbildung 4.15: Quantitative PCR Analyse der L1CAM mRNA Menge der HUVEC nach Inkubation mit den 
immunmodulatorischen Zytokinen TNF-α und IFN-γ in vitro. Gezeigt wird die zeitabhängige Analyse der L1CAM 
mRNA Menge nach 6h, 14h und 24h Inkubation mit TNF-α und IFN-γ in vitro. 
 
 
4.3 Die Expression von Metalloproteinasen auf Kontroll- und 
Tumorendothelzellen in vitro 
 
L1CAM ist ein 200-220kDa großes Glykoprotein, das membranproximal durch ADAM10 oder 
ADAM17 gespalten werden kann, wodurch es in eine lösliche Form von 200kDa überführt wird. 
Zusätzlich verbleibt nach der Spaltung ein Fragment mit einer Größe von 32kDa in der 
Membran, dass durch eine γ–Sekretase weiter prozessiert werden kann (Beer et al., 1999; 
Gutwein et al., 2000; Maretzky et al., 2005; Mechtersheimer et al., 2001). Wie bereits in 
Abschnitt 4.2.7 gezeigt wurde, findet auf HUVEC keine Prozessierung von L1CAM statt. Im 
folgenden sollte deswegen das Expressionsprofil der für die Spaltung notwendigen 
Metalloproteinasen ADAM10 und ADAM17 untersucht werden.  
Um eine mögliche Wirkung durch eine Zytokin Stimulation auf die ADAM10 bzw. ADAM17 
Expression zu untersuchen, wurden die Endothelzellen für 24h mit TNF-α, IFN-γ und TGF-β1 
aktiviert. Für die durchflusszytometrische Bestimmung der endothelialen Expression von 
ADAM10 bzw. ADAM17 wurden die zuvor festgelegten FACS-Parameter verwendet (siehe 



































































































































Abbildung 4.16: FACS-Analyse der ADAM10 Expression der HUVEC, HPMEC und PAMEC nach Inkubation 
(24h) mit den immunmodulatorischen Zytokinen TNF-α, IFN-γ und TGF-β1 in vitro. Dargestellt sind repräsentative 
Expressionsvergleiche der ADAM10 Expression von Kontroll- und Tumorendothelzellen.  
 
 
Die durchflusszytometrische Analyse der Kontroll- (HUVEC und HPMEC) und 
Tumorendothelzellen (PAMEC) zeigte eine deutliche ADAM10 Expression der HUVEC, 
HPMEC und PAMEC. Im Vergleich zu HUVEC und PAMEC zeigte sich auf den HPMEC eine 
etwas stärkere ADAM10 Expression. Die Zytokin Stimulation der Endothelzellen mit TNF-α, 
IFN-γ und TGF-β1 bewirkte keine Veränderung der ADAM10 Expression im Vergleich zu den 
nicht aktivierten Endothelzellen (Abbildung 4.16). 
 
 
Abbildung 4.17: FACS-Analyse der ADAM17 Expression auf HUVEC, HPMEC und PAMEC nach Inkubation 
(24h) mit den immunmodulatorischen Zytokinen TNF-α, IFN-γ und TGF-β1 in vitro. Dargestellt sind repräsentative 
Expressionsvergleiche der ADAM17 Expression auf Kontroll- und Tumorendothelzellen. Die Zytokin Stimulation 

















































































































Die durchflusszytometrische Analyse der HUVEC bzw. HPMEC und PAMEC zeigte ebenfalls 
eine deutliche ADAM17 Expression auf allen drei Endothelzelltypen, die jedoch schwächer war 
als die ADAM10 Expression. Die Zytokin Stimulation der Endothelzellen mit TNF-α, IFN-γ und 
TGF-β1 bewirkte sowohl auf den HUVEC bzw. HPMEC als auch auf den PAMEC eine 
schwache Erhöhung der ADAM17 Expression im Vergleich zu den nicht aktivierten 
Endothelzellen (Abbildung 4.17). 
 
 
4.4 Die Expression von L1CAM-Bindungspartnern auf Kontroll- und 
Tumorendothelzellen in vitro 
 
Für L1CAM sind sowohl homophilische Bindungseigenschaften als auch heterophilische 
Interaktionen mit unterschiedlichen extrazellulären Bindungspartnern beschrieben worden. So 
konnten unter anderem heterophilische Interaktionen von L1CAM mit verschiedenen Integrinen, 
CD24, Neurocan, Neuropilin-1 (NRP-1) und FGF-Rezeptor gezeigt werden (Brummendorf et al., 
1998; Castellani et al., 2000; Friedlander et al., 1994; Hortsch, 2000; Kleene et al., 2001; 
Oleszewski et al., 1999; Oleszewski et al., 2000; Rauch et al., 2001; Yip und Siu, 2001; Yip et 
al., 1998). Da bei späteren funktionellen Untersuchungen von L1CAM auf Endothelzellen eine 
heterophilische Interaktion von L1CAM zu einem oder mehreren L1CAM-Bindungspartnern 
eine Rolle spielen könnte, sollte zunächst das Expressionsprofil verschiedener L1CAM-
Bindungspartner auf Kontroll- und Tumorendothelzellen charakterisiert werden. Dafür wurden 
aus der Reihe potentieller L1CAM-Bindungspartner NRP-1 und β1 Integrin ausgewählt, da eine 
endotheliale NRP-1 und β1 Integrin Expression bereits mehrfach nachgewiesen werden konnte 
(Eichmann et al., 2005; Klagsbrun und Eichmann, 2005; Rupp und Little, 2001; Stupack und 
Cheresh, 2002).  
 
Um eine mögliche Wirkung durch eine Zytokin Stimulation auf die NRP-1 bzw. β1 Integrin 
Expression zu untersuchen, wurden die Endothelzellen für 24h mit TNF-α, IFN-γ und TGF-β1 
aktiviert. Die Expressionsprofile wurden mittels durchflusszytometrischer Analyse untersucht. 
Dafür wurden die zuvor festgelegten FACS-Parameter verwendet (siehe Abschnitt 4.2.2). 
 
Die durchflusszytometrische Analyse der HUVEC bzw. HPMEC und PAMEC zeigte eine 
deutliche NRP-1 Expression auf allen drei Zelltypen. Die Zytokin Stimulation der Endothelzellen 
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durch TNF-α, IFN-γ und TGF-β1 bewirkte sowohl auf den HUVEC und HPMEC, als auch auf 
den PAMEC keine Veränderung der NRP-1 Expression im Vergleich zu den nicht aktivierten 




Abbildung 4.18: FACS-Analyse der NRP-1 Expression von HUVEC, HPMEC und PAMEC nach Inkubation (24h) 
mit den immunmodulatorischen Zytokinen TNF-α, IFN-γ und TGF-β1 in vitro. Dargestellt sind repräsentative 
Expressionsvergleiche der NRP-1 Expression von Kontroll- und Tumorendothelzellen.  
 
 
Die durchflusszytometrische Analyse der Kontroll- und Tumorendothelzellen zeigte ebenfalls 
eine deutliche β1 Integrin Expression auf den drei Endothelzell Arten. Die Zytokin Stimulation 
der Endothelzellen durch TNF-α, IFN-γ und TGF-β1 bewirkte auf den HUVEC keine 
Veränderung der β1 Integrin Expression im Vergleich zu den nicht aktivierten HUVEC. Die 
Zytokin Stimulation der HPMEC durch TNF-α, IFN-γ und TGF-β1 bewirkte eine gering 
schwächere β1 Integrin Expression im Vergleich zu den nicht aktivierten HPMEC. Die Zytokin 
Stimulation der PAMEC durch IFN-γ und TGF-β1 bewirkte keine Veränderung der β1 Integrin 
Expression im Vergleich zu den nicht-aktivierten Endothelzellen, die Stimulation durch TNF-α 
bewirkte eine gering schwächere β1 Integrin Expression im Vergleich zu den nicht aktivierten 




















































Abbildung 4.19: FACS-Analyse der β1 Integrin Expression auf HUVEC, HPMEC und PAMEC nach Inkubation 
(24h) mit den immunmodulatorischen Zytokinen TNF-α, IFN-γ und TGF-β1 in vitro. Dargestellt sind repräsentative 
Expressionsvergleiche der β1 Integrin Expression von Kontroll- und Tumorendothelzellen.  
 
 
4.5 Die Transmigrationskapazität von Kontroll- und Tumorendothelzellen 
in vitro 
 
Einen wichtigen Teilprozess der Tumor Angiogenese stellt die Migration der aktivierten 
Endothelzellen von einem angrenzenden, gesunden Gewebe ins Tumorgewebe dar. Dabei folgen 
die Endothelzellen einem Zytokin-Gradienten, der sich aus verschiedenen, von Tumor- oder 
Stromazellen sezernierten pro-angiogenen Faktoren aufbaut (Bergers und Benjamin, 2003; 
Carmeliet, 2005).  
Um die Transmigrationskapazität von Kontroll- und Tumorendothelzellen zu analysieren und 
miteinander zu vergleichen, wurden in vitro Transmigrationsexperimente durchgeführt. Hierzu 
wurden Transmigrationsmembranen mit 0,2%iger Gelatine beschichtet (Imitierung der EZM). 
Anschließend wurden die zuvor mit TNF-α stimulierten Endothelzellen (24h) in die 
Transmigrationskammern überführt. Bei den chemotaktisch stimulierten Experimenten, wurde 
SDF-1β als chemoattraktives Molekül in die untere Kammer pipettiert (siehe Abschnitt 4.5.3 und 
4.5.4). Die Anzahl transmigrierter Zellen wurde nach 24h Inkubation im Brutschrank 


























































4.5.1 Analyse der basalen Transmigrationskapazität von Kontroll- und Tumorendothelzellen in 
vitro 
 
Zunächst sollte die basale Transmigrationskapazität ohne Chemokinstimulus zwischen Kontroll- 
(HUVEC) und Tumorendothelzellen (PAMEC) verglichen werden. Des Weiteren sollte die 
Anzahl der optimal einzusetzenden Zellzahlen titriert werden. Dafür wurden drei verschiedene 
Zellzahlen (5 x 104 Zellen/100µl, 1 x 105 Zellen/100µl und 5 x 105 Zellen/100µl) der HUVEC 




Abbildung 4.20: Analyse der basalen Transmigrationskapazität von Kontroll- (HUVEC) und Tumorendothelzellen 
(PAMEC) in vitro. Es wurden drei verschiedene Zellzahlen getestet. Dabei zeigten bei allen Ansätzen die PAMEC 
eine stärkere basale Transmigrationskapazität. Porengröße: 8µm.  n=3. Signifikanzniveau: *p<0,1 **p<0,05 
 
 
Die Ergebnisse zeigten eine signifikant stärkere basale Transmigration der PAMEC. Bei 5 x 
104/100µl eingesetzten Endothelzellen migrierten 1500 ± 160 PAMEC bzw. 690 ± 115 HUVEC. 
Das entspricht bei den PAMEC 3% und bei den HUVEC 1,4% der eingesetzten Zellzahl. 
Wurden 1 x 105/100µl Endothelzellen eingesetzt migrierten 2250 ± 450 PAMEC und 1180 ± 80 
HUVEC. Das entspricht bei den PAMEC 2,3% und bei den HUVEC 1,2% der eingesetzten 
Zellzahl. Bei 5 x 105/100µl Zellen eingesetzten Endothelzellen migrierten 4800 ± 370 PAMEC 
bzw. 2230 ± 125 HUVEC. Das entspricht bei den PAMEC 0,9% und bei den HUVEC 0,4% der 




















































den drei verschiedenen Ausgangszellzahlen eine jeweils auf das 2fache gesteigerte 
Transmigrationskapazität im Vergleich zu den HUVEC. Diese Resultate belegen eine selektiv 
erhöhte Transmigrationskapazität der Pankreas Tumorendothelzellen in vitro. Da Zellzahlen über 
5 x 104 Zellen/100µl keine weitere Steigerung der basalen Transmigration bewirkten, wurden für 
weiterführende Versuche 5 x 104 bzw. 1 x 105 Zellen/100µl eingesetzt. 
 
 
4.5.2 Durchflusszytometrische Bestimmung der endothelialen CXCR4 Expression in vitro 
 
Im folgenden sollte die chemotaktische Transmigrationskapazität von Kontroll- und 
Tumorendothelzellen getestet werden. Dazu sollte mit einem Chemokin stimuliert werden. Als 
Chemokin sollte SDF-1β verwendet werden. Für diese Fragegestellung musste zunächst das 
Expressionprofil des für SDF-1β spezifischen Rezeptors CXCR4 auf Kontroll- (HUVEC und 
HPMEC) und Tumorendothelzellen (PAMEC) analysiert werden. Für die 
durchflusszytometrische Bestimmung der endothelialen CXCR4 Expression wurden die zuvor 
festgelegten FACS-Parameter verwendet (siehe Abschnitt 4.2.2). 
 
Die durchflusszytometrische Analyse der Kontroll- und Tumorendothelzellen zeigte eine 
deutliche konstitutive CXCR4 Expression auf allen Endothelzell Arten. Dabei zeigte sich die 
stärkste konstitutive CXCR4 Expression auf den HUVEC im Vergleich zu HPMEC und 




Abbildung 4.21: FACS-Analyse der konstitutiven CXCR4 Expression. Dargestellt sind repräsentative 
Expressionsmuster von CXCR4 auf Kontroll- (HUVEC und HPMEC) und Tumorendothelzellen (PAMEC) in vitro.  
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4.5.3 Analyse der Konzentrationsabhängigkeit der SDF-1β stimulierten Transmigration von 
Kontrollendothelzellen in vitro 
 
Um die optimale SDF-1β Konzentration für die chemotaktischen Transmigrationexperimente zu 
bestimmen, wurden die HUVEC Transmigrationskapazitäten innerhalb einer SDF-1β 
Konzentrationsreihe ermittelt. Für die chemotaktische Stimulation der Transmigration wurden 
dem EZBM in der untere Migrationskammer unterschiedliche Konzentrationen von SDF-1β 
zugegeben (siehe Abb. 4.22). Als Kontrolle wurde dem EZBM in der unteren Migrationskammer 
das selbe Volumen des Zytokins an EZBM zugesetzt. Die Anzahl transmigrierter Zellen wurde 
nach 24h quantifiziert. Die Messungen wurden jeweils dreimal unabhängig voneinander als 
Triplikate ausgewertet.  
 
 
Abbildung 4.22: Messung der Konzentrationsabhängigkeit der chemotaktischen Transmigrationskapazität anhand 
von HUVEC (1 x 105 Zellen/100µl) in vitro. Es wurden drei SDF-1β Konzentrationen getestet. Dabei zeigte die 
niedrigste SDF-1β Konzentration (100ng/ml) die stärkste stimulatorische Wirkung auf die Transmigration von 
HUVEC. n=3. Signifikanzniveau: **p<0,05 
 
 
Die Ergebnisse zeigten eine signifikant stärkere Transmigration der HUVEC in Anwesenheit von 
SDF-1β. Dabei bewirkten 100ng/ml SDF-1β die stärkste Transmigration (1920 ± 230 migrierte 
HUVEC). Bei einer SDF-1β Konzentration von 500ng/ml migrierten 1750 ± 1150 HUVEC. Eine 







































































nicht stimulierten HUVEC migrierten 1183 ± 81 Zellen. Bei einer SDF-1β Konzentration von 
100ng/ml ergab sich demnach eine Zunahme der Transmigration von HUVEC von 62% im 
Vergleich zu den nicht stimulierten Zellen. Bei einer SDF-1β Konzentration von 500ng/ml nahm 
die Migration um 48% zu (Abbildung 4.22). Ein Stimulus von 100ng/ml SDF-1β zeigte sich 




4.5.4 Vergleichende Untersuchungen der SDF-1β-stimulierten Transmigrationskapazität von 
Kontroll- und Tumorendothelzellen in vitro 
 
Nachdem die optimalsten Bedingungen für die Transmigration bestimmt wurden (siehe 
Abschnitt 4.5.1 und 4.5.3), konnten unter diesen Vorraussetzungen weitere Transmigrationstests 
durchgeführt werden. Zunächst sollte die chemotaktische Transmigrationskapazität von HUVEC 
bzw. HPMEC und PAMEC verglichen werden. Dafür wurden jeweils 1 x 105 
Endothelzellen/100µl verwendet. Als chemoattraktives Molekül wurde SDF-1β (100ng/ml) 
verwendet. Die Anzahl transmigrierter Zellen wurde nach 24h quantifiziert. Die Messungen 
wurden jeweils dreimal unabhängig voneinander als Triplikate ausgewertet. 
 
 
Abbildung 4.23: Vergleichende Analyse der chemotaktischen Transmigrationskapazität von Kontroll- (HUVEC 
bzw. HPMEC) und Tumorendothelzellen (PAMEC) in vitro. Die PAMEC zeigen eine signifikant stärkere 


















































Die Ergebnisse zeigten die stärkste SDF-1β-vermittelte Migration bei den PAMEC im Vergleich 
zu HPMEC und HUVEC. Es migrierten 3710 ± 240 PAMEC. Im Vergleich dazu migrierten 
2578 ± 125 HPMEC bzw. 1621 ± 110 HUVEC (Abbildung 4.23). Daraus ergibt sich ein Anstieg 
die Transmigrationsrate der PAMEC um 44% im Vergleich zu den HPMEC und um 129% im 
Vergleich zu den HUVEC. 
 
 
4.5.5 Analyse der Inhibition der Transmigration von Kontroll- und Tumorendothelzellen in 
vitro 
 
Im folgenden sollte untersucht werden, ob L1CAM und die L1CAM-Bindungspartner NRP-1 
und β1 Integrin für die Transmigrationskapazität von Endothelzellen in vitro funktionell 
notwendig sind. Für die Transmigration wurden jeweils 1 x 105 Endothelzellen/100µl eingesetzt, 
die zuvor für 24h mit TNF-α stimuliert wurden. Als chemoattraktives Molekül wurde SDF-1β 
(100ng/ml) verwendet.  
 
 
Abbildung 4.24: Analyse der funktionellen Rolle von L1CAM und der L1CAM-Bindungspartner NRP-1 und β1 
Integrin bei der chemotaktischen Transmigration von Kontroll- und Tumorendothelzellen in vitro. Um die Funktion 
der zu untersuchenden Proteine in der Transmigration zu inhibieren wurden jeweils spezifische Antikörper gegen 





























































Für die Inhibition der Transmigration wurden spezifische mAk gegen L1CAM (mAk L1-11A, 
10µg/ml), NRP-1 (mAk AD5-17F6, 5µg/ml) bzw. β1 Integrin (mAk MAR4, 10µg/ml) 
verwendet. Als Spezifitätskontrolle wurde 10µg/ml IgG1 Isotyp (Maus) verwendet. Die Anzahl 
transmigrierter Zellen wurde nach 24h computergestützt quantifiziert. 
 
Die Transmigration der Kontroll- (HUVEC und HPMEC) und Tumorendothelzellen (PAMEC) 
war sowohl durch den L1CAM spezifischen mAk, als auch durch die spezifischen mAk gegen 
die jeweiligen L1CAM-Bindungspartner auf HUVEC, HPMEC und PAMEC inhibierbar. Dabei 
zeigte sich bei den PAMEC die stärkste Inhibition mit anti-L1CAM mAk (48,1% ± 5,5%) im 
Vergleich zur Isotyp Kontrolle (12,1% ± 6,4%) und zu den Kontrollendothelzellen (HUVEC 
27,5% ± 5,9%; HPMEC 38,4% ± 7,3%). Ebenso zeigten die NRP-1 und β1 Integrin spezifischen 
mAk auf den PAMEC eine signifikant stärkere Inhibition im Vergleich zur Isotyp Kontrolle und 
zu den Kontrollendothelzellen (Abbildung 4.24). 
 
 
4.5.6 Analyse der additiven Inhibition der Transmigration durch L1CAM und NRP-1 
spezifische mAk von Kontroll- und Tumorendothelzellen in vitro 
 
Im Folgenden sollte untersucht werden, ob es während der Transmigration von Endothelzellen zu 
einer möglichen L1CAM-NRP-1 Bindungspartner-Interaktion kommt. Eine nicht-additive 
Inhibition der Transmigration durch Antikörper gegen L1CAM und NRP-1 würde einen Hinweis 
für eine mögliche Interaktion der beiden Proteine sein. Die Transmigration wurde mit den zuvor 
festgelegten Parametern durchgeführt (siehe Abschnitt 4.5.1 und 4.5.3). Für die Inhibition der 
Transmigration wurden spezifische Antikörper gegen L1CAM (mAkL1-11A, 10µg/ml) und 
NRP-1 (mAk AD5-17F6, 5µg/ml) sowohl einzeln als auch in Kombination (je 5µg/ml) 
eingesetzt. Als Spezifitätskontrolle wurden 10µg/ml IgG1 Isotyp (Maus) verwendet. Die Anzahl 
transmigrierter Zellen wurde nach 24h quantifiziert. 
Zur besseren Übersicht sind die inhibitorischen Einzeleffekte der L1CAM und NRP-1 
spezifischen mAk (siehe Abschnitt 4.5.5) erneut dargestellt. Die additive Verwendung der 
L1CAM und NRP-1 spezifischen mAk zeigte sowohl bei den Kontroll- (HUVEC und HPMEC) 
als auch bei den Tumorendothelzellen (PAMEC) keine signifikante Erhöhung der Inhibition der 
Transmigration im Vergleich zu den Inhibitionswerten der Einzelinkubationen (Abbildung 4.25). 
Die Daten belegen eine nicht-additive Inhibition der Transmigration durch Antikörper gegen 




Abbildung 4.25: Messung der additiven Inhibition der chemotaktischen Transmigration durch L1CAM und NRP-1 
spezifische mAk von Kontroll- und Tumorendothelzellen in vitro. Untersucht werden sollte eine mögliche L1CAM-
NRP-1 Bindungspartner-Interaktion. n=3. Signifikanzniveau: **p<0,05 
 
 
4.5.7 Analyse der additiven Inhibition der Transmigration durch L1CAM und β1 Integrin 
spezifische mAk von Kontroll- und Tumorendothelzellen in vitro 
 
Es sollte untersucht werden, ob es während der Transmigration von Endothelzellen zu einer 
möglichen L1CAM-β1 Integrin Bindung kommt. Die Transmigration wurde mit den zuvor 
festgelegten Parametern durchgeführt (siehe Abschnitt 4.5.1 und 4.5.3). Für die Inhibition der 
Transmigration wurden spezifische mAk gegen L1CAM (mAk L1-11A, 10µg/ml) und β1 
Integrin (mAk MAR4, 10µg/ml) sowohl einzeln als auch in Kombination (je 5µg/ml) eingesetzt. 
Als Spezifitätskontrolle wurden 10µg/ml IgG1 Isotyp (Maus) verwendet. Die Anzahl 
transmigrierter Zellen wurde nach 24h computergestützt quantifiziert. 
Es wurden erneut die inhibitorischen Einzeleffekte der L1CAM und β1 Integrin spezifischen 
mAk (siehe Abschnitt 4.5.5) zur besseren Übersicht dargestellt. Die additive Verwendung der 
L1CAM und β1 Integrin spezifischen mAk zeigte sowohl bei den HUVEC und HPMEC als auch 
bei den PAMEC keine signifikante Erhöhung der Inhibition der Transmigration im Vergleich zu 
den Inhibitionswerten der Einzelinkubationen (Abbildung 4.26). Die Daten belegen ebenfalls 
eine nicht-additive Inhibition der Transmigration durch Antikörper gegen L1CAM und β1 








































































Abbildung 4.26: Messung der additiven Inhibition der chemotaktischen Transmigration durch L1CAM und β1 
Integrin spezifische mAk von Kontroll- und Tumorendothelzellen in vitro. Untersucht werden sollte eine mögliche 
L1CAM-β1 Integrin Bindung. n=3. Signifikanzniveau: **p<0,05 
 
 
4.6 Die angiogenetische Kapazität von Kontroll- und Tumorendothelzellen 
in vitro 
 
Der Prozess der Angiogenese besteht aus mehreren Phasen. Dabei stellt neben der Proliferation 
und gerichteten Migration der Endothelzellen das Auswachsen tubulärer Fortsätze ein weiteres 
wichtiges Ereignis der Bildung von Blutgefäßen dar.  
Es sollte die Kapazität von Endothelzellen zur Angiogenese-Induktion mit Hilfe eines in vitro 
Angiogenesetests analysiert werden. Dazu wurden die Endothelzellen auf Matrigel (Imitation der 
extrazellulären Matrix) ausgesät und nach 24h die Anzahl der ausgebildeten tubulären Fortsätze 
pro mm² quantifiziert. Die Messungen wurden dreimal unabhängig voneinander jeweils als 
Triplikate ausgewertet.  
 
 
4.6.1 Messung der Angiogenesekapazität von Kontroll- und Tumorendothelzellen in vitro 
 
Die Quantifizierung der tubulären Fortsätze zeigte eine signifikante Erhöhung der 
Angiogenesekapazität der PAMEC im Vergleich zu den HUVEC bzw. HPMEC. Bei den 


























































2 aus. Bei den HPMEC wurden 69,3 ± 4,6 tubuläre Fortsätze pro mm2 gemessen. Im 
Vergleich dazu hatten sich bei den PAMEC 94,3 ± 3,8 tubuläre Fortsätze pro mm2 gebildet. 
Daraus ergibt sich eine Erhöhung der Angiogenesekapazität der PAMEC um 30% im Vergleich 
zu den HUVEC bzw. um 40% im Vergleich zu den HPMEC (Abbildung 4.27 A und B). Die 
Daten belegen ein deutlich erhöhtes Potential der PAMEC zur Neoangiogenese. 
 
 
Abbildung 4.27: Die Kapazität von Tumor- und Kontrollendothelzellen zur Angiogenese-Induktion in vitro. 
Originalvergrößerung 50x. A Je 20000 Endothelzellen wurden auf Matrigel ausgesät und 24h inkubiert. B Nach 24h 
wurde die Anzahl der ausgebildeten tubulären Fortsätze pro mm2 quantifiziert. Die PAMEC zeigten ein deutlich 
erhöhtes Potential zur Neoangiogenese. n=3. Signifikanzniveau: **p<0,05 
 
 
4.6.2 Inhibition der Bildung tubulärer Fortsätze von Kontroll- und Tumorendothelzellen in 
vitro 
 
Im folgenden sollte untersucht werden, ob L1CAM und die L1CAM-Bindungspartner NRP-1 
und β1 Integrin für die Bildung tubulärer Fortsätze von Endothelzellen in vitro funktionell 
notwendig sind. Für die Inhibition der Bildung tubulärer Fortsätze wurden die zuvor genannten 
spezifischen mAk gegen L1CAM, NRP-1 und β1 Integrin verwendet (siehe Abschnitt 4.5.5). Als 


































































tubulärer Fortsätze wurde nach 24h quantifiziert. 
 
Die Bildung tubulärer Fortsätze der Kontroll- (HUVEC und HPMEC) und Tumorendothelzellen 
(PAMEC) wurde sowohl durch den L1CAM spezifischen mAk als auch durch die spezifischen 




Abbildung 4.28: Inhibition der Bildung tubulärer Fortsätze von HUVEC und HPMEC sowie PAMEC in vitro 
mittels spezifischen mAk gegen L1CAM und NRP-1. Dargestellt sind repräsentative Aufnahmen der inhibierten 




Dabei zeigte sich bei den PAMEC eine signifikant stärkere Inhibition mit anti-L1CAM mAk 
(71,7% ± 6,3%) im Vergleich zur Isotyp Kontrolle (5,2% ± 6,0%) und zu den 
Kontrollendothelzellen (HUVEC 17,5% ± 8%; HPMEC 32,4% ± 11,2%). Ebenso zeigten die 
NRP-1 und β1 Integrin spezifischen mAk bei den PAMEC eine signifikant stärkere Inhibition 
(NRP-1 46,7% ± 12,3%; β1 Integrin 36,8% ± 10%) im Vergleich zur Isotyp Kontrolle (5,2% ± 

























6,8%; HPMEC: NRP-1 25,3% ± 11,7%; β1 Integrin 19,8% ± 2,9%) (Abbildung 4.28 und 4.29). 
Der L1CAM spezifische mAk bewirkte die stärkste Inhibition der Bildung tubulärer Fortsätze 
sowohl auf den PAMEC als auch auf den HUVEC bzw. HPMEC. Der β1 Integrin spezifische 
mAk zeigte die schwächste Inhibition.  
 
 
Abbildung 4.29: Inhibition der Bildung tubulärer Fortsätze von UVEC und HPMEC sowie PAMEC in vitro mittels 
spezifischen mAk gegen L1CAM und die L1CAM-Bindungspartner NRP-1 und β1 Integrin. Gezeigt wird die 
Quantifizierung der inhibierten Bildung tubulärer Fortsätze nach Zugabe spezifischer mAk gegen L1CAM und die 
jeweiligen L1CAM-Bindungspartner. Die PAMEC zeigten eine signifikant erhöhte Inhibition der Bildung tubulärer 
Fortsätze durch Blockade von L1CAM und dessen Bindungspartner. n=3. Signifikanzniveau: **p<0,05 
 
 
4.6.3 Analyse der additiven Inhibition der Bildung tubulärer Fortsätze durch L1CAM und 
NRP-1 spezifische mAk von Kontroll- und Tumorendothelzellen in vitro 
 
Im Folgenden sollte untersucht werden, ob es während der Bildung tubulärer Fortsätze von 
Endothelzellen zu einer möglichen L1CAM-NRP-1 Bindungspartner-Interaktion kommt. Eine 
nicht-additive Inhibition der Bildung tubulärer Fortsätze durch Antikörper gegen L1CAM und 
NRP-1 würde einen Hinweis für eine mögliche Interaktion der beiden Proteine darstellen. Für die 













































































11A, 10µg/ml) und NRP-1 (mAk AD5-17F6, 5µg/ml) sowohl einzeln als auch in Kombination 
(je 5µg/ml) eingesetzt. Als Spezifitätskontrolle wurden 10µg/ml IgG1 Isotyp (Maus) verwendet. 
Die Anzahl tubulärer Fortsätze wurde nach 24h quantifiziert. 
 
 
Abbildung 4.30: Messung der additiven Inhibition der Bildung tubulärer Fortsätze durch L1CAM und NRP-1 
spezifische mAk von Kontroll- und Tumorendothelzellen in vitro. Untersucht werden sollte eine mögliche L1CAM-
NRP-1 Bindungspartner-Interaktion. n=3. Signifikanzniveau: **p<0,05 
 
 
Zur besseren Übersicht sind die inhibitorischen Einzeleffekte der L1CAM und NRP-1 
spezifischen mAk (siehe Abschnitt 4.6.2) erneut dargestellt. Die additive Verwendung der 
L1CAM und NRP-1 spezifischen mAk zeigte sowohl bei den Kontroll- (HUVEC und HPMEC) 
als auch bei den Tumorendothelzellen (PAMEC) keine signifikante Erhöhung der Inhibition der 
Bildung tubulärer Fortsätze im Vergleich zum Inhibitionsgrad der Einzelinkubationen 
(Abbildung 4.30). Die Inhibition der Bildung tubulärer Fortsätze zeigte, wie zuvor die additive 
Inhibition der Transmigration, eine nicht-additive Inhibition durch spezifischer mAk gegen 






























































































4.6.4 Analyse der additiven Inhibition der Bildung tubulärer Fortsätze durch L1CAM und β1 
Integrin spezifische mAk von Kontroll- und Tumorendothelzellen in vitro 
 
Des Weiteren sollte untersucht werden, ob es während der Bildung tubulärer Fortsätze von 
Endothelzellen zu einer möglichen L1CAM-β1 Integrin Bindungspartner-Interaktion kommt. Für 
die Inhibition der Bildung tubulärer Fortsätze wurden spezifische mAk gegen L1CAM (mAk L1-
11A, 10µg/ml) und β1 Integrin (mAk MAR4, 10µg/ml) sowohl einzeln als auch in Kombination 
(je 5µg/ml) eingesetzt. Als Spezifitätskontrolle wurden 10µg/ml IgG1 Isotyp (Maus) verwendet. 
Die Anzahl tubulärer Fortsätze wurde nach 24h quantifiziert. Die Messungen wurden jeweils 
dreimal unabhängig voneinander als Triplikate ausgewertet.  
 
Zur besseren Übersicht sind die inhibitorischen Einzeleffekte der L1CAM und β1 Integrin 
spezifischen mAk (siehe Abschnitt 4.6.2) erneut dargestellt. Die additive Verwendung der 
L1CAM und β1 Integrin spezifischen mAk zeigte sowohl bei den HUVEC und HPMEC als auch 
bei den PAMEC keine signifikante Erhöhung der Inhibition der Bildung tubulärer Fortsätze im 
Vergleich zum Inhibitionsgrad der Einzelinkubationen (Abbildung 4.31). Die Ergebnisse 
belegen, wie zuvor die additive Inhibition der Transmigration, eine nicht-additive Inhibition der 
Bildung tubulärer Fortsätze durch Kombination L1CAM und β1 Integrin spezifischer mAk 
sowohl bei den Kontroll- als auch bei den Tumorendothelzellen. 
 
 
Abbildung 4.31: Messung der additiven Inhibition der Bildung tubulärer Fortsätze durch L1CAM und β1 Integrin 
spezifische mAk von Kontroll- und Tumorendothelzellen in vitro. Untersucht werden sollte eine mögliche L1CAM-














































































4.6.5 Analyse der Aktivierung der Bildung tubulärer Fortsätze von Kontrollendothelzellen 
durch Panc1 Tumorzelllinien-Lysat in vitro 
 
Wie in Abschnitt 4.2.3 dargestellt wurde, konnte die erhöhte konstitutive L1CAM Expression der 
PAMEC (siehe Abschnitt 4.2.1 und 4.2.2) auf einen direkten Einfluss des Tumormikromilieus 
zurückgeführt werden. Dies konnte durch Inkubation sowohl mit allogenem Pankreas 
Tumorgewebe-Lysat (siehe Abschnitt 4.2.3) als auch mit einem Panc1 Tumorzelllinien-Lysat 
imitiert werden (siehe Abschnitt 4.2.4). Es sollte nun analysiert werden, ob die Imitation des 
Tumormikromilieus durch das Panc1 Tumorzelllinien-Lysat auch einen direkten Einfluss auf die 
Angiogenesekapazität der Kontrollendothelzellen in vitro hat. Dafür wurden HUVEC mit je 
50µg/ml Kontroll-Lysaten (PBMZ- und HEK293L1-Lysate) und Tumorzelllinien-Lysat (Panc1 
Zell-Lysat) für 72h inkubiert. Anschließend wurden je 20000 Zellen auf Matrigel ausgesät und 
nach 24h die Anzahl tubulärer Fortsätze pro mm2 quantifiziert. Die Messungen wurden jeweils 
dreimal unabhängig voneinander als Triplikate ausgewertet.  
 
 
Abbildung 4.32: HUVEC wurden mit PBMZ-, HEK293L1- oder Panc1 Tumorzelllinien-Lysat behandelt (50µg/ml; 
3d). Je 20000 Endothelzellen wurden dann auf Matrigel ausgesät und nach 24h die Anzahl tubulärer Fortsätze pro 
mm2 quantifiziert. Die Inkubation mit Panc1 Tumorzelllinien-Lysat zeigte eine signifikante Erhöhung des Potentials 



























































Abbildung 4.32 zeigt, dass der Einfluss der Kontroll-Lysate auf HUVEC keine Erhöhung der 
Bildung tubulärer Fortsätze bewirkten. Die Imitation des Tumormikromilieus durch das Panc1 
Tumorzelllinien-Lysat bewirkte einen pro-angiogenen Effekt. Es zeigte sich eine signifikante 
Zunahme der Bildung tubulärer Fortsätze von HUVEC unter Einfluss von Panc1 
Tumorzelllinien-Lysat um 40% im Vergleich zu nicht aktivierten HUVEC (Abbildung 4.32). 
 
 
4.6.6 Messung des Einflusses von Panc1 Tumorzelllinien-Lysat auf die Inhibition der Bildung 
tubulärer Fortsätze von Kontrollendothelzellen in vitro 
 
Es konnte gezeigt werden, dass der Einfluss des Tumormikromilieus einen pro-angiogenen 
Effekt auf HUVEC hatte, der sich in einer verstärkten Bildung tubulärer Fortsätze auswirkte 
(siehe Abschnitt 4.6.6). Der direkte Einfluss des Tumormikromilieus durch mögliche pro-
angiogene Faktoren könnte auch eine verstärkte L1CAM-vermittelte Angiogenesekapazität der 
Kontrollendothelzellen bewirken, indem es eine Veränderungen der Kontrollendothelzellen in 
Tumor-ähnliche Endothelzellen bewirken könnte. Dies sollte in dem folgenden Experiment 
untersucht werden. 
Es wurden HUVEC mit 50µg/ml Kontroll-Lysaten (PBMZ- und HEK293L1-Lysate) und Panc1 
Tumorzelllinien-Lysat für 3 Tage inkubiert. Anschließend wurden je 20000 Zellen auf Matrigel 
ausgesät und nach 24h die Anzahl tubulärer Fortsätze pro mm2 quantifiziert. Für die Inhibition 
der Bildung tubulärer Fortsätze wurden den Zellen spezifische mAk gegen L1CAM (mAk L1-
11A, 10µg/ml) und NRP-1 (mAk AD5-17F6, 5µg/ml) in den Ansatz zugegeben. Die Messungen 
wurden jeweils dreimal unabhängig voneinander als Triplikate ausgewertet.  
 
Abbildung 4.36 zeigt, dass unter Einfluss der Kontroll-Lysate keine Erhöhung der Inhibition der 
Bildung tubulärer Fortsätze durch L1CAM und NRP-1 spezifische mAk bewirkt werden konnte. 
HUVEC, die nur mit anti-L1CAM mAk inkubiert wurden, zeigten 26,5% ± 10,2% Inhibition der 
Bildung tubulärer Fortsätze. Im Vergleich dazu zeigten HUVEC die mit PBMZ-Lysat 
vorinkubiert wurden, durch Blockade mit anti-L1CAM mAk 22,1% ± 6,5% Inhibition der 
Bildung tubulärer Fortsätze. Ebenso zeigten HUVEC, die mit HEK293L1-Lysat vorinkubiert 
wurden, durch Inkubation mit anti-L1CAM mAk keine Erhöhung der Inhibition der Bildung 
tubulärer Fortsätze (23% ± 2,9%). Hingegen zeigten HUVEC die mit Panc1 Tumorzelllinien-
Lysat vorinkubiert wurden, bei einer Blockade von L1CAM eine signifikante Erhöhung der 
Inhibition der Bildung tubulärer Fortsätze (43,1% ± 5,9%) im Vergleich zu unbehandelten 
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HUVEC und den Kontroll-Lysat vorinkubierten HUVEC (Abbildung 4.33). Ähnliche Ergebnisse 
bewirkte eine Blockade von NRP-1. Es zeigte sich bei mit anti-NRP-1 mAk inkubierten HUVEC 
eine Inhibition der Bildung tubulärer Fortsätze von 17,2% ± 3,7%. Im Vergleich dazu zeigten 
HUVEC, die mit PBMZ-Lysat vorinkubiert wurden, durch Blockade mit anti-NRP-1 mAk 22,7% 
± 7% Inhibition der Bildung tubulärer Fortsätze. Ebenso war auf HUVEC, die mit HEK293L1-
Lysat vorinkubiert wurden, durch Inkubation mit anti-NRP-1 mAk keine Erhöhung der Inhibition 
der Bildung tubulärer Fortsätze (23,3% ± 5,3%) feststellbar. Hingegen die mit Panc1 
Tumorzelllinien-Lysat vorinkubierten HUVEC, zeigten bei einer Blockade von NRP-1 eine 
signifikante Erhöhung der Inhibition der Bildung tubulärer Fortsätze (32% ± 6,4%) im Vergleich 
zu unbehandelten HUVEC und Kontroll-Lysat vorinkubierten HUVEC (Abbildung 4.33). 
 
 
Abbildung 4.33: HUVEC wurden mit PBMZ-, HEK293L1- oder Panc1 Tumorzelllinien-Lysat behandelt (50µg/ml; 
3d). Je 20000 Endothelzellen wurden dann auf Matrigel ausgesät und nach 24h die Anzahl tubulärer Fortsätze pro 
mm2 quantifiziert. Die Inkubation mit Panc1 Tumorzelllinien-Lysat zeigte eine signifikante Erhöhung der Inhibition 











































































4.6.7 Charakterisierung des konstitutiven Expressionsprofils von Panc1 Tumorzellen in vitro 
 
Die Expression des Zelladhäsionsmoleküls L1CAM ist bereits für eine Reihe verschiedener 
Tumorentitäten beschrieben worden (Boo et al., 2007; Fogel et al., 2003a; Fogel et al., 2003b; 
Kaifi et al., 2007; Thies et al., 2002). Da in den folgenden Experimenten die 
Interaktionsfähigkeit der Panc1 Tumorzellen mit Endothelzellen (Mikromilieu) näher untersucht 
werden sollte, wurde zunächst das konstitutive Expressionsprofil der Panc1 Zellen 
charakterisiert. Dabei interessierte zum Einen die konstitutive L1CAM Expression und zum 
Anderen die bisher untersuchten L1CAM-Bindungspartner NRP-1 und β1 Integrin. Da später 
auch SDF-1β stimulierte transendotheliale Migrationen quantifiziert werden sollten, wurden die 
Panc1 Tumorzellen zusätzlich auf CXCR4 Expression untersucht. Für diesen Ansatz wurden 1 x 
106 bis 1 x 107 Panc1 Tumorzellen mit den jeweils spezifischen mAk der zu untersuchenden 
Proteine inkubiert. Um apoptotische und nekrotische Zellen aus der Quantifizierung 
auszuschließen, wurden die Zellen zusätzlich mit PI gefärbt.  
 
Die durchflusszytometrische Analyse der Panc1 Tumorzellen zeigte eine deutliche konstitutive 




Abbildung 4.34: FACS-Analyse der konstitutiven L1CAM Expression sowie der L1CAM-Bindungspartner NRP-1 
und β1 Integrin sowie CXCR4 der Panc1 Tumorzellen in vitro. Gezeigt wird eine repräsentative Darstellung des 
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4.7 Die Adhäsionskapazität von Kontroll- und Tumorendothelzellen in vitro 
 
Die Adhäsion von Tumorzellen und Endothelzellen stellt einen wichtigen Teilprozess der 
Intravasation von Zellen in Blut- oder Lymphgefäße sowie deren Extravasation in anliegende 
Gewebe dar (Ley et al., 2007). Es sollte analysiert werden, ob L1CAM und die bisher 
untersuchten L1CAM-Bindungspartner bei der Adhäsion von Tumorzellen an Endothelzellen 
eine funktionelle Rolle spielen. Hierzu wurden 100.000 Endothelzellen Kammerobjektträger 
ausgesät und zu einem konfluenten Monolayer wachsen gelassen (1-2d). CFSE-markierte Panc1 
Tumorzellen wurden dem zuvor mit TNF-α (24h) stimulierten Endothelzell-Monolayer 
zugegeben und für 60min adhärieren gelassen. Nicht adhärierte Panc1 Zellen wurden durch 
mehrmaliges Waschen entfernt und anschließend die Anzahl adhärierter Zellen quantifiziert. Die 
Messungen wurden jeweils dreimal unabhängig voneinander als Triplikate ausgewertet. 
 
 
4.7.1 Bestimmung der Bindung von Panc1 Tumorzellen an Kontroll- und Tumorendothelzellen 
in vitro 
 
Die Ergebnisse des Bindungstests von Panc1 Tumorzellen an Tumor- und Kontrollendothel 
Monolayer in vitro wurden prozentual ausgewertet. Dabei wurde die Anzahl adhärierter Panc1 
Zellen an HUVEC Monolayer auf 100% gesetzt und die Anzahl adhärierter Panc1 Zellen an 
HPMEC und PAMEC Monolayer in Relation dazu berechnet. Die Ergebnisse zeigten, dass die 





Abbildung 4.35: Bindung von Panc1 Tumorzellen an HUVEC und HPMEC sowie PAMEC in vitro. 
Originalvergrößerung 100x. A Endothelzellen wurden auf Fibronektin-beschichteten Kammerobjektträgern ausgesät 
und zu einem konfluenten Monolayer wachsen gelassen (1-2d). Je 100.000 Panc1 Tumorzellen (grün) wurden 
anschließend für 60min dem Endothelzell-Monolayer zugegeben. B Computergestützte Quantifizierung der 
adhärierten Panc1 Tumorzellen an die Endothelzell-Monolayer von Tumor- und Kontrollendothelzellen. Die 
PAMEC zeigten ein deutlich erhöhtes Potential zur Adhäsion der Tumorzellen. n=3. Signifikanzniveau: **p<0,05 
 
 
4.7.2 Inhibition der Panc1 Tumorzell-Bindung an Kontroll- und Tumorendothelzellen in vitro 
 
Es sollte analysiert werden, ob L1CAM und die jeweiligen L1CAM-Bindungspartner sowohl auf 
Seite der Endothelzellen, als auch auf Seite der Panc1 Tumorzellen für die Adhäsion an 
Endothelzellen funktionell notwendig sind. Für die Inhibition der Bindung wurden die zuvor 
genannten spezifischen mAk gegen L1CAM, NRP-1 und β1 Integrin verwendet (siehe Abschnitt 
4.5.5). Die Endothel- bzw. Panc1 Zellen wurde mit den jeweiligen Antikörpern für 4h 
vorinkubiert. Als Spezifitätskontrolle wurden 10µg/ml IgG1 Isotyp (Maus) verwendet. Die 
Anzahl adhärierter Panc1 Zellen wurde nach 60min quantifiziert. Die Messungen wurden jeweils 





























Abbildung 4.36: Inhibition der Adhäsion von Panc1 Tumorzellen an Kontroll- (HUVEC und HPMEC) und 
Tumorendothelzellen (PAMEC) in vitro mittels spezifischer mAk gegen L1CAM und NRP-1. Dargestellt sind 
repräsentative Aufnahmen der inhibierten Adhäsion durch anti-L1CAM und anti-NRP-1 spezifische mAk in vitro. 
Originalvergrößerung 100x. Der Bindungstest wurde bei 37°C für 1h durchgeführt. 
 
 
Die Adhäsion der Panc1 Zellen an HUVEC und HPMEC sowie PAMEC wurde sowohl durch 
den L1CAM spezifischen mAk, als auch durch die spezifischen mAk gegen die jeweiligen 
L1CAM-Bindungspartner auf HUVEC, HPMEC und PAMEC inhibiert. Dabei zeigte sich auf 
den PAMEC eine signifikant stärkere Inhibition mit anti-L1CAM mAk (82,2% ± 2,4%) im 
Vergleich zur Isotyp Kontrolle (34,8% ± 2,3%) und zu den Kontrollendothelzellen (HUVEC 
34,7% ± 9%; HPMEC 31,8% ± 6,4%). Ebenso zeigten die NRP-1 und β1 Integrin spezifischen 
mAk auf den PAMEC eine signifikant stärkere Inhibition im Vergleich zur Isotyp Kontrolle und 































Abbildung 4.37: Inhibition der Adhäsion von Panc1 Tumorzellen an HUVEC und HPMEC sowie PAMEC in vitro 
mittels spezifischer mAk gegen L1CAM und die L1CAM-Bindungspartner. Gezeigt wird die Quantifizierung der 
inhibierten Adhäsion nach Zugabe spezifischer mAk gegen L1CAM und die jeweiligen L1CAM-Bindungspartner. 
Es zeigt sich eine signifikant erhöhte Inhibition der Panc1 Zell-Adhäsion durch Blockade von L1CAM und dessen 
jeweilige Bindungspartner an PAMEC. n=3. Signifikanzniveau: **p<0,05 
 
 
Die Vorinkubation der Endothelzellen mit L1CAM, NRP-1 und β1 Integrin spezifische mAk 
zeigte sowohl für L1CAM als auch für die L1CAM-Bindungspartner eine signifikante Erhöhung 
der Inhibition der Panc1 Zell-Adhäsion an PAMEC-Monolayer im Vergleich zur Inhibition der 
Panc1 Zell-Adhäsion an HUVEC- bzw. HPMEC-Monolayer und im Vergleich zur Isotyp 
Kontrolle. Die Ergebnisse der Inhibition auf den HPMEC zeigten sich bei L1CAM und NRP-1 



























































Abbildung 4.38: Inhibition der Panc1 Zell-Adhäsion an HUVEC und HPMEC sowie PAMEC in vitro mittels 
spezifischer mAk gegen L1CAM und die L1CAM-Bindungspartner. Die Endothelzellen wurden mit den jeweiligen 
Antikörpern vorinkubiert. n=3. Signifikanzniveau: **p<0,05  
 
 
Die Vorinkubation der Panc1 Tumorzellen mit L1CAM, NRP-1 und β1 Integrin spezifische mAk 
zeigte im Gegensatz zu den Resultaten von Abbildung 4.38 nur für NRP-1 eine signifikante 
Erhöhung der Inhibition der Panc1 Zell-Adhäsion an HUVEC- bzw. HPMEC-Monolayer im 
Vergleich zur Isotyp Kontrolle. Des Weiteren zeigte die Vorinkubation der Panc1 Tumorzellen 
keine signifikante Erhöhung der Inhibition der Panc1 Zell-Adhäsion an PAMEC-Monolayer im 
Vergleich zur Isotyp Kontrolle. Die Vorinkubation der Panc1 Tumorzellen zeigte ebenfalls keine 
signifikante Erhöhung der Inhibition der Panc1 Zell-Adhäsion an HUVEC- bzw. HPMEC-
Monolayer bei Verwendung spezifischer mAk gegen L1CAM und β1 Integrin im Vergleich zur 
Isotyp Kontrolle (Abbildung 4.39). Die Ergebnisse belegen eine selektiv erhöhte funktionelle 
Wirkung von L1CAM und β1 Integrin auf den PAMEC für die Adhäsion von Tumorzellen an 























































Abbildung 4.39: Inhibition der Panc1 Zell-Adhäsion an HUVEC und HPMEC sowie PAMEC in vitro mittels 
spezifischer mAk gegen L1CAM und die L1CAM-Bindungspartner. Die Panc1 Tumorzellen wurden mit den 
jeweiligen Antikörpern vorinkubiert. n=3. Signifikanzniveau: **p<0,05  
 
 
4.8 Die transendotheliale Migration der Panc1 Tumorzellen durch 
Kontroll- und Tumorendothelzellen in vitro 
 
Ein weiterer wichtiger Teilprozess der Extravasation von Zellen aus Blut- oder Lymphgefäßen in 
anliegende Gewebe stellt die parazelluläre Migration dar (Ley et al., 2007). Um festzustellen, ob 
die erhöhte Adhäsion der Panc1 Tumorzellen an Tumorendothelzellen in einer erhöhten 
transendothelialen Migration resultierte, wurde ein transendothelialer Migrationstests etabliert. 
Hierzu wurden Kontroll- (HUVEC und HPMEC) und Tumorendothelzellen (PAMEC) auf 
Gelatine beschichteten Transmigrationsmembranen mit einer Porengröße von 5µm bis zur 
















































wurde (siehe Abschnitt 4.8.1), konnten die zu testenden Panc1 Tumorzellen in die 
Transmigrationskammern gegeben werden. Als physiologisch wirksames chemoattraktives 
Molekül wurde SDF-1β (100ng/ml) in die untere Kammer dem EZBM hinzugefügt (Abbildung 
4.40). Die Anzahl transmigrierter Panc1 Zellen wurde nach 24h quantifiziert. Die Messungen 
wurden jeweils dreimal unabhängig voneinander als Triplikate ausgewertet. 
 
 
Abbildung 4.40: Schematische Darstellung des transendothelialen Migrationstests. Kontroll- (HUVEC und 
HPMEC) und Tumorendothelzellen (PAMEC) wurden auf den Transmigrationsmembranen (5µm Porengröße) 
ausgesät und bis zur Konfluenz kultiviert. Als chemoattraktives Molekül wurde SDF-1β (100ng/ml) verwendet. 
Nach 24h wurde die Anzahl transmigrierter Panc1 Zellen mit computergestützter Auszählung bestimmt. 
 
 
4.8.1 Etablierung eines konfluenten Endothelzell-Monolayers auf einer 
Transmigrationsmembran 
 
Anhand von HUVEC wurden die Parameter Zeit und Anzahl der Zellen ausgetestet, die für das 
Erhalten eines konfluenten Endothelzell-Monolayer auf der Transmigrationsmembran von 
Bedeutung sein könnten. 100.000 HUVEC/100µl bis 300.000 HUVEC/100µl wurden auf 
Gelatine beschichteten Transmigrationsmembranen für 24h, 48h und 72h kultiviert. 
Anschließend wurden die Zellen mit einer Hämatoxylin- und Eosinlösung gefärbt. Abbildung 
4.41 zeigt repräsentative Aufnahmen von 100.000 HUVEC/100µl nach 24h Wachstum auf der 











Transmigrationsmembran. Die Bilder zeigten, dass 200.000 HUVEC/100µl nach 48h Wachstum 
auf der Transmigrationsmembran einen konfluenten Endothelzell-Monolayer bildeten. Bei 
100.000 HUVEC/100µl, die für 24h auf der Transmigrationsmembran kultiviert wurden, war 
kein konfluenter Endothelzell-Monolayer zu erkennen. Bei Verwendung einer höheren Zellzahl 
(300.000 HUVEC/100µl) und längerer Kultivierung (72h) konnte keine Verbessung erzielt 
werden. Die Ergebnisse zeigten, dass 200.000 HUVEC/100µl, die für 48h auf der 
Transmigrationsmembran kultiviert wurden, die besten Bedingungen für das Erlangen eines 





Abbildung 4.41: 100.000 HUVEC/100µl bis 300.000 HUVEC/100µl wurden auf Gelatine beschichteten 
Transmigrationsmembranen (5µm Porengröße) für 24h, 48h und 72h kultiviert und mit einer Hämatoxylin- und 
Eosinlösung gefärbt. Dargestellt sind repräsentative Aufnahmen der schlechtesten Bedingungen (100.000 
HUVEC/100µl, kultiviert für 24h) und der besten Bedingungen (200.000 HUVEC/100µl, kultiviert für 48h) für das 
Erlangen eines konfluenten Endothelzell-Monolayers. Die Poren der Transmigrationsmembran sind als helle Kreise 




4.8.2 Die transendotheliale Migration von Panc1 Tumorzellen durch Kontroll- und 
Tumorendothelzellen in vitro 
 
Um eine basale transendotheliale Migration zu analysieren, wurden zunächst vergleichende 
Untersuchungen mit Panc1 Zellen durchgeführt. Als Kontrolle wurde in den Experimenten 
1 x 105 Zellen/24h 2 x 105 Zellen/48h
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jeweils bei einem Triplikat auf die Zugabe der Panc1 Zellen verzichtet, um festzustellen wie 
hoch die basale Transmigrationskapazität der Endothelzellen ist. Diese Werte wurden von den 
Ergebnissen der Panc1 Migration jeweils abgezogen. Die Messungen wurden jeweils dreimal 
unabhängig voneinander als Triplikate ausgewertet.  
 
 
Abbildung 4.42: Basale transendotheliale Migration der Panc1 Tumorzellen durch Kontroll- (HUVEC und 
HPMEC) und Tumorendothelzellen (PAMEC) in vitro. Die Panc1 Zellen zeigen eine selektiv erhöhte 
transendotheliale Migration durch PAMEC-Monolayer. n=3. Signifikanzniveau: **p<0,05 
 
 
Die Abbildung 4.42 zeigt die basale transendotheliale Migration von Panc1 Zellen durch 
HUVEC- bzw. HPMEC- und PAMEC-Monolayer. Die Panc1 Zellen zeigten eine signifikante 
Erhöhung transendotheliale Migration durch PAMEC-Monolayer von 63% im Vergleich zu 
HUVEC- und von 35% im Vergleich zu HPMEC-Monolayer. Diese Resultate belegen eine 





























































4.8.3 Inhibition der transendothelialen Migration von Panc1 Tumorzellen durch Kontroll- und 
Tumorendothelzellen in vitro 
 
Die Untersuchungen sollten zeigen, ob L1CAM und die L1CAM-Bindungspartner NRP-1 und β1 
Integrin sowohl auf den Endothelzellen, als auch auf den Panc1 Tumorzellen für die 
transendotheliale Migrationskapazität von Panc1 Tumorzellen in vitro funktionell notwendig 
sind. Für die Inhibition der transendothelialen Migration wurden die zuvor genannten 
spezifischen mAk gegen L1CAM, NRP-1 und β1 Integrin verwendet (siehe Abschnitt 4.5.5). 
Endothelzellen und Panc1 Zellen wurden mit den jeweiligen Antikörpern für 4h vorinkubiert. Als 
Spezifitätskontrolle wurde 10µg/ml IgG1 Isotyp (Maus) verwendet. Anschließend wurden nicht 
gebundene Antikörper durch mehrmaliges Waschen entfernt und die transendothelialen 
Migrationen wie beschrieben durchgeführt (siehe Abschnitt 4.8 und 4.8.1). Die Anzahl 
transmigrierter Panc1 Zellen wurde nach 24h quantifiziert.  
 
 
Abbildung 4.43: Analyse der funktionellen Rolle von L1CAM und den L1CAM-Bindungspartnern NRP-1 und β1 
Integrin bei der transendothelialen Migration von Panc1 Tumorzellen durch HUVEC- bzw. HPMEC-Monolayer und 
PAMEC-Monolayer in vitro. Die Endothelzellen wurden mit den jeweiligen Antikörpern vorinkubiert. n=3. 
















































































Die transendotheliale Migration der Panc1 Zellen durch HUVEC- bzw. HPMEC-Monolayer und 
PAMEC-Monolayer wurde sowohl durch den L1CAM spezifischen mAk, als auch durch die 
spezifischen mAk gegen die jeweiligen L1CAM-Bindungspartner auf HUVEC, HPMEC und 
PAMEC inhibiert. Die Vorinkubation der Endothelzellen zeigte sowohl für L1CAM, als auch für 
die L1CAM-Bindungspartner eine signifikante Erhöhung der Inhibition der transendothelialen 
Migration der Panc1 Zellen durch das PAMEC-Monolayer im Vergleich zu der Inhibition der 
transendothelialen Migration der Panc1 Zellen durch HUVEC- bzw. HPMEC-Monolayer. Dabei 
zeigte sich die stärkste Inhibition der transendothelialen Migration mit dem L1CAM spezifischen 
mAk (63% ± 6%). Die Vorinkubation der PAMEC zeigte weiterhin für alle getesteten L1CAM 
Bindungspartner eine signifikante Inhibition der transendothelialen Migration im Vergleich zur 
Isotyp Kontrolle und im Vergleich zu den Kontrollendothelzellen (Abbildung 4.43). 
 
 
Abbildung 4.44: Analyse der funktionellen Rolle von L1CAM und den L1CAM-Bindungspartnern NRP-1 und β1 
Integrin bei der transendothelialen Migration von Panc1 Tumorzellen durch HUVEC- bzw. HPMEC-Monolayer und 
PAMEC-Monolayer in vitro. Die Panc1 Tumorzellen wurden mit den jeweiligen Antikörpern vorinkubiert. n=3. 
Signifikanzniveau: **p<0,05  
 
 






































































Die Vorinkubation der Panc1 Tumorzellen zeigte im Gegensatz zu den Resultaten von 
Abbildung 4.43 nur für β1 Integrin eine signifikante Erhöhung der Inhibition der 
transendothelialen Migration der Panc1 Zellen durch das HUVEC-Monolayer im Vergleich zur 
Isotyp Kontrolle. Des Weiteren zeigte die Vorinkubation der Panc1 Tumorzellen keine 
signifikante Erhöhung der Inhibition der transendothelialen Migration der Panc1 Zellen durch 
das HPMEC- und PAMEC-Monolayer im Vergleich zur Isotyp Kontrolle. Auch zeigte die 
Vorinkubation der Panc1 Tumorzellen keine signifikante Erhöhung der Inhibition der 
transendothelialen Migration der Panc1 Zellen durch das HUVEC-Monolayer bei Verwendung 
spezifischer mAk gegen L1CAM und NRP-1 im Vergleich zur Isotyp Kontrolle (Abbildung 
4.44). Die Ergebnisse belegen eine selektiv erhöhte funktionelle Wirkung von L1CAM, NRP-1 
und β1 Integrin auf Tumorendothelzellen für die transendothelialen Migration von Tumorzellen 
durch Endothelzellen in vitro. 
 
 
4.9 Die L1CAM Expression von CD4+CD25- und CD4+CD25+ T-Zellen in 
vitro 
 
Nummer et al. (2007) konnten nachweisen, dass regulatorischen T-Zellen (Treg) eine veränderte 
Expression verschiedener Zelladhäsionsmoleküle im Vergleich zu Kontroll T-Zellen (Tkon) 
aufzeigen, welches zu einer selektiv erhöhten Infiltration von Tregs in Pankreastumorgewebe in 
vivo führte. 
Es sollte untersucht werden, ob eine Expression von L1CAM auf Tregs für eine Infiltration 




4.9.1 Analyse der Aufreinigung regulatorischer T-Zellen aus peripherem Blut 
 
Die folgenden Untersuchungen sollten die Reinheit der Aufreinigung von CD4+CD25+ 
regulatorischen T-Zellen (Treg) analysieren. Für diesen Ansatz wurden Tregs mit Hilfe eines 
Dichtegradienten und einer darauf folgenden immuno-magnetischen Isolation aus peripherem 
Blut isoliert. Die aufgereinigten CD4+CD25- und CD4+CD25+ Populationen wurden direkt für 
die FACS-Färbung verwendet. Um die aufgereinigten Populationen genau charakterisieren zu 
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können, wurden die Zellen mit den T-Zell Markern anti-CD3, anti-CD4 und den Treg Markern 
anti-CD25 und anti-FoxP3, die Fluorochrom gekoppelt waren, gefärbt. Die detektierten Zellen 
wurden durch typische Größen- und Granularitätsparameter als Lymphozyten charakterisiert. 
Diese festgelegten Parameter wurden für alle weiteren FACS-Analysen von T-Zellen verwendet.  
 
 
Zunächst wurden die Zellen als CD3 Antigen und CD4 Antigen exprimierende T-Helfer-Zellen 
charakterisiert. Abbildung 4.45 A zeigt eine repräsentative Darstellung des Anteils CD3+ und 
CD4+ exprimierender T-Helfer-Zellen in der aufgereinigten CD4+CD25+ Population. Dabei 
zeigte sich, dass es sich bei 79% der aufgereinigten Zellen um CD3 Antigen und CD4 Antigen 
exprimierende T-Helfer-Zellen handelte. Abbildung 4.45 B zeigt eine beispielhafte Analyse der 
als CD4+CD25+ aufgereinigten Fraktion regulatorischer T-Zellen. Diese wurden zunächst als 
CD4+ und CD3+ exprimierende T-Zellen identifiziert. Die als CD4+ und CD3+ identifizierten T-
Zellen wurden dann im nächsten Schritt auf ihre CD25 Expression untersucht. Dabei zeigte sich, 
dass 83,6% der als CD4+ und CD3+ erkannten T-Zellen auch das CD25 Antigen exprimierten. 
Anschließend wurden diese Zellen als CD4+ und CD25+ identifiziert und auf die Expression von 
FoxP3 untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass von den 83,6% der CD4+ und CD25+ T-
Zellen 81,3% ebenfalls FoxP3 exprimierten und es sich demnach um Tregs handelte (Abbildung 
4.45 B). Abbildung 4.45 C zeigt die Analyse der als CD4+CD25- aufgereinigten T-Zell 
Population. Diese wurden ebenfalls, wie beispielhaft in Abbildung 4.45 A dargestellt, als CD4+ 
und CD3+ identifiziert und anschließend auf deren CD25 Expression untersucht. Dabei zeigte 
sich, dass 71,9% der Zellen kein CD25 exprimierten (grüner Kasten). 7,67% der Zellen zeigten 
eine CD25 Expression (blauer Kasten), von denen wiederum 67,3% der CD25+ auch FoxP3 





Abbildung 4.45: FACS-Analyse der Aufreinigung regulatorischer T-Zellen aus peripherem Blut in vitro. A 
Repräsentative Darstellung des Anteils CD3 Antigen und CD4 Antigen exprimierender T-Helfer-Zellen in der 
aufgereinigten CD4+CD25+ Population in vitro. B Analyse der FoxP3 Expression in der aufgereinigten CD4+CD25+ 
Population. C Messung des Anteils regulatorischer T-Zellen in der als CD4+CD25- aufgereinigten T-Zell Population.  
 
 
4.9.2 Analyse der suppressiven Wirkung regulatorischer T-Zellen auf die Proliferation 
CD4+CD25- T-Zellen in vitro 
 
Als Charakteristikum regulatorischer T-Zellen gilt deren Fähigkeit die Proliferation von 
CD4+CD25- Kontroll T-Zellen (Tkon) zu supprimieren (Miyara und Sakaguchi, 2007). Deshalb 
sollte untersucht werden, ob die aus peripherem Blut isolierten und phänotypisch als Tregs 
identifizierten T-Zellen (siehe Abschnitt 4.9.1) auch die funktionellen Eigenschaften 
regulatorischer T-Zellen widerspiegeln. Dazu wurde die Inhibition der Proliferation CD4+CD25- 
T-Zellen mittels [3H]-Thymidin Proliferationstests gemessen. Für diese Analyse wurden 50.000 
Tkon Zellen und in unterschiedlichen Verhältnissen zu Treg Zellen (2:0, 1:0, 2:1, 4:1, 8:1 und 
16:1) für 72h co-kultiviert. Als negative Kontrolle wurden 50.000 Treg Zellen ohne Zugabe von 
Tkon Zellen kultiviert. Als positive Kontrolle wurden 100.000 und 200.000 Tkon Zellen ohne 
















































































































zugegeben. Anschließend wurde [3H]-Thymidin zugegeben und die Zellen für weitere 16h 
kultiviert.  
 
Abbildung 4.46 zeigt die [3H]-Thymidin Aufnahme der Tkon Zellen. Die Ergebnisse zeigten, 
dass mit abnehmender Anzahl von Tkon Zellen die [3H]-Thymidin Aufnahme dosis-abhängig 
abnimmt, was einer Zunahme der suppressiven Wirkung von Tregs auf die Tkon Proliferation 
entspricht. Die Resultate belegen, dass die phänotypisch als regulatorische T-Zellen 
identifizierten CD4+CD25+ T-Zellen auch die funktionell charakteristische Eigenschaft einer 
suppressiven Wirkung auf CD4+CD25- T-Zellen widergeben. 
 
 
Abbildung 4.46: Die Inhibition der Proliferation von Tkon Zellen durch Treg Zellen wurde mittels [3H]-Thymidin 
Proliferationstest gemessen. Die aus peripherem Blut isolierten Tregs wurden durch CD3/CD28 pAk aktiviert. Das 
Verhältnis der Zusammensetzung von CD4+CD25+ Tregs und CD4+CD25- Tkon ist auf der x-Achse dargestellt. 
Dargestellt sind die Mittelwerte der [3H]-Thymidin Aufnahme nach 16h. 
 
 
4.9.3 Bestimmung der L1CAM Expression auf Kontroll T-Zellen und regulatorischen T-Zellen 
in vitro 
 
Die Untersuchungen sollten zeigen, ob regulatorische T-Zellen L1CAM exprimieren. Für diesen 



























Dichtegradienten aus peripherem Blut isoliert und direkt für die FACS-Färbung verwendet. Die 
Zellen wurden mit den T-Zell Markern anti-CD3, anti-CD4 und den Treg Markern anti-CD25 
und anti-FoxP3 gefärbt. Nach der Färbung wurden 50.000 Ereignisse am FACSCanto® II 
ausgezählt. Bei der Auswertung wurden die bereits zuvor festgesetzten Parameter verwendet 
(siehe Abschnitt 4.9.1). Die Treg Zellen wurden als CD4+, CD25+ und FoxP3+ und die Tkon 
Zellen als CD4+, CD25- und FoxP3- identifiziert. 
Die FACS-Färbungen in Abbildung 4.47 zeigen repräsentative Ergebnisse zur Evaluation der 
L1CAM Expression auf den CD4+CD25-FoxP3- Tkon Zellen und auf den CD4+CD25+FoxP3+ 
Treg Zellen. Dabei zeigte sich, dass 46,3% der CD4+CD25+FoxP3+ identifizierten Tregs auch 
L1CAM exprimierten. Die als CD4+CD25-FoxP3- erkannten Tkon zeigten keine bedeutende 
L1CAM Expression. Lediglich 0,79% der Zellen exprimierten L1CAM (Abbildung 4.47 A). 
Die durch die durchflusszytometrische Bestimmung detektierte L1CAM Expression der Treg 
Zellen (Abbildung 4.47 A) sollte mittels quantitativer PCR Analyse verifiziert werden. Dabei 
sollte die L1CAM Expression der Treg Zellen mit der L1CAM Expression der Tkon Zellen 
verglichen werden. Die Analyse der L1CAM Expression der T-Zellen mittels quantitativer PCR 
zeigte, wie die durchflusszytometrische Bestimmung, ebenfalls eine deutlich stärkere Expression 
von L1CAM auf Tregs im Vergleich zu den Tkon. Die L1CAM Expression auf den Tregs zeigte 
eine Erhöhung auf das 6,8fache im Vergleich zu den Tkon (Abbildung 4.47 B). 
 
 
Abbildung 4.47: Bestimmung der L1CAM Expression der Tkon und Treg Zellen mittels FACS-Analyse und 
quantitativer PCR in vitro. A Repräsentative FACS-Färbung der L1CAM Expression der Tkon und Tregs in vitro. 
Tregs wurden als CD4+CD25+FoxP3+ identifiziert. Tkon wurden als CD4+CD25-FoxP3- bestimmt. B Quantitative 
PCR Analyse der L1CAM Expression der Tkon und Tregs. Die Ergebnisse zeigen eine deutlich stärkere L1CAM 
Expression der Tregs. 
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4.10 Die Adhäsionskapazität der CD4+CD25+FoxP3+ und CD4+CD25-FoxP3- 
T-Zellen an Kontroll- und Tumorendothelzellen in vitro 
 
Nummer et al. (2007) konnten zeigen, dass in Pankreaskarzinomen eine erhöhte Infiltration 
regulatorischer T-Zellen in vivo vorliegt. Da dieser Infiltration die Teilprozesse der Adhäsion von 
Lymphozyten an das Endothelzell-Monolayer und anschließend die Extravasation in das 
Karzinom-Gewebe zugrunde liegt, sollte in den folgenden Versuchen zunächst die Adhäsion von 
Treg Zellen an Kontroll- und Tumorendothelzellen in vitro untersucht werden. Um die Adhäsion 
der Tkon und Treg Zellen zu testen, wurden Bindungstests, wie in Abschnitt 4.8 beschrieben, 
durchgeführt. Da für diese Experimente eine hohe Anzahl an Zellen benötig wurde, wurde hier 




4.10.1 Bestimmung der Bindung von CD4+CD25+FoxP3+ und CD4+CD25-FoxP3- T-Zellen an 
Kontroll- und Tumorendothelzellen in vitro 
 
Die in Abbildung 4.48 dargestellten Ergebnisse zeigten, dass die Treg Zellen die stärkste 
Bindung an die PAMEC eingingen. Bei der Adhäsion der Tregs an das PAMEC-Monolayer 
zeigte sich eine signifikante Zunahme der Adhäsion auf 54,8 ± 4,5 gebundene Tregs pro 103 
Endothelzellen im Vergleich zu der Adhäsion der Tregs an das HUVEC-Monolayer (28,8 ± 1,3 
gebundene Tregs pro 103 Endothelzellen) und der Tkon Zellen an das PAMEC-Monolayer (30,3 
± 1,6 gebundene Tkon pro 103 Endothelzellen). Daraus ergibt sich eine Erhöhung der 
Adhäsionskapazität der regulatorischen T-Zellen an PAMEC-Monolayer auf das 1,9fache im 
Vergleich zur Bindung der Tregs an HUVEC-Monolayer und auf das 1,8fache im Vergleich zur 
Adhäsion von Tkon an PAMEC-Monolayer. Die Resultate belegen eine selektiv erhöhte 











Abbildung 4.48: Die Adhäsionskapazität von Tkon und Treg Zellen an PAMEC- und HUVEC-Monolayer in vitro. 
Dargestellt ist die computergestützte Quantifizierung der Anzahl adhärierter T-Zellen pro 103 Tumor- bzw. 
Kontrollendothelzellen. Die Tregs zeigen ein deutlich erhöhtes Potential zur Adhäsion an die Tumorendothelzellen. 
n=3. Signifikanzniveau: **p<0,05 
 
 
4.10.2 Analyse der Inhibition der Adhäsion von CD4+CD25+FoxP3+ und CD4+CD25-FoxP3- T-
Zellen an Kontroll- und Tumorendothelzellen in vitro 
 
Es sollte untersucht werden, ob L1CAM und die L1CAM-Bindungspartner NRP-1 und β1 
Integrin für die Adhäsion von Tkon und Treg Zellen an Endothelzellen in vitro funktionell 
notwendig sind. Für die Inhibition der Adhäsion wurden die zuvor genannten spezifischen mAk 
gegen L1CAM, NRP-1 und β1 Integrin verwendet (siehe Abschnitt 4.5.5). Als 
Spezifitätskontrolle wurden 10µg/ml IgG1 Isotyp (Maus) verwendet. Die Anzahl adhärierter T-
Zellen wurde nach 60min quantifiziert. Die Messungen wurden jeweils dreimal unabhängig 
voneinander als Triplikate ausgewertet. 
 
Die Adhäsion der Tregs an die PAMEC-Monolayer wurde sowohl durch den L1CAM 
spezifischen mAk als auch durch die spezifischen mAk gegen die jeweiligen L1CAM-
Bindungspartner inhibiert. Dabei zeigte sich bei der Inhibition der Adhäsion von Tregs an die 
HUVEC PAMEC





























































PAMEC-Monolayer eine signifikant stärkere Inhibition mit anti-L1CAM mAk von 38% im 
Vergleich zur Isotyp Kontrolle. Ebenso zeigte der anti-NRP-1 eine signifikante Inhibition der 
Adhäsion von Tregs an PAMEC-Monolayer von 28% im Vergleich zur Isotyp Kontrolle. Die 
Inhibition durch β1 Integrin mAk zeigte keine signifikante Inhibition im Vergleich zu Isotyp 
Kontrolle (Abbildung 4.49).  
Die Adhäsion der Tkon an PAMEC-Monolayer wurde sowohl durch den L1CAM spezifischen 
mAk als auch durch die spezifischen mAk gegen β1 Integrin inhibiert. Im Vergleich zu den 
Ergebnissen der Inhibition der Tregs an PAMEC-Monolayer war die Inhibition der Adhäsion der 
Tkon an PAMEC-Monolayer deutlich schwächer. Die Inhibition der Adhäsion von Tkon Zellen 
an die PAMEC-Monolayer zeigte eine Inhibition mit anti-L1CAM mAk von 10% im Vergleich 
zur Isotyp Kontrolle. Bei Zugabe des spezifischen mAk gegen β1 Integrin zeigte sich eine geringe 
Inhibition der Adhäsion von Tkon Zellen an die PAMEC-Monolayer von 6% im Vergleich zur 
Isotyp Kontrolle. Die Inhibition durch anti-NRP-1 mAk zeigte keine Inhibition im Vergleich zu 
Isotyp Kontrolle.  
 
Die Adhäsion sowohl von Tregs als auch von Tkon an HUVEC-Monolayer wurde sowohl durch 
den anti-L1CAM mAk als auch durch die anti-NRP-1 und anti-β1 Integrin mAk nicht inhibiert 
(Abbildung 4.49). Die Ergebnisse zeigen eine selektiv erhöhte Inhibition der Adhäsion der Treg 
Zellen an PAMEC-Monolayer durch L1CAM und NRP-1 spezifische mAk in vitro. 
 
 
Abbildung 4.49: Quantifizierung der inhibierten T-Zell-Adhäsion an HUVEC und PAMEC in vitro mittels 


































































4.11 Die transendotheliale Migration der CD4+CD25+FoxP3+ und 
CD4+CD25-FoxP3- T-Zellen durch Kontroll- und Tumorendothel in vitro 
 
Um festzustellen ob die erhöhte Adhäsionskapazität der Tregs an Tumorendothel in einer 
erhöhten Transmigration durch Tumorendothel resultiert, wurden transendotheliale 
Migrationstests, wie in Abschnitt 4.7 beschrieben, durchgeführt.  
 
4.11.1 Die Transmigration von CD4+CD25+FoxP3+ und CD4+CD25-FoxP3- T-Zellen durch 
Kontroll- und Tumorendothel in vitro 
 
Um eine basale transendotheliale Migration der T-Zellen zu analysieren, sollten zunächst 
vergleichende Untersuchungen zur transendothelialen Migration von Tkon und Treg Zellen 
durch Kontroll- (HUVEC) und Tumorendothelzellen (PAMEC) durchgeführt werden. Als 
Kontrolle wurde in den Experimenten jeweils bei einem Triplikat auf die Zugabe der T-Zellen 
verzichtet, um festzustellen wie hoch die basale Transmigrationskapazität der Endothelzellen ist. 
Diese Werte wurden von den Ergebnissen der T-Zell Migration jeweils abgezogen.  
 
 
Abbildung 4.50: Basale transendotheliale Migration der konventionellen und regulatorischen T-Zellen durch 
Kontroll- (HUVEC) und Tumorendothelzellen (PAMEC) in vitro. Tregs zeigen eine selektiv erhöhte 











































Die Abbildung 4.50 zeigt die basale transendotheliale Migration von Tkon und Treg Zellen durch 
HUVEC- und PAMEC-Monolayer. Die Tregs zeigten eine selektiv signifikant erhöhte 
transendotheliale Migration durch PAMEC-Monolayer (5203 ± 163,5 transmigrierte Tregs) im 
Vergleich zur transendothelialen Migration von Tkon durch PAMEC-Monolayer (3144 ± 72 
transmigrierte Tkon) und zur transendothelialen Migration von Tregs durch HUVEC-Monolayer 
(2892 ± 61,5 transmigrierte Tregs). Im Vergleich zur transendothelialen Migration von Tkon 
durch HUVEC-Monolayer (2915 ± 41,6 transmigrierte Tkon) zeigte sich keine Erhöhung der 
transendothelialen Migration der Tregs durch HUVEC-Monolayer. Die Resultate belegen eine 
selektiv erhöhte transendotheliale Migration der Tregs durch Tumorendothel in vitro. 
 
 
4.11.2 Analyse der Inhibition der transendothelialen Migration der CD4+CD25+FoxP3+ und 
CD4+CD25-FoxP3- T-Zellen durch Kontroll- und Tumorendothelzellen in vitro 
 
Die Untersuchungen sollten verifizieren, ob L1CAM für die transendotheliale Migrationvon T-
Zellen in vitro funktionell notwendig ist. Für die Inhibition der transendothelialen Migration 
wurde ein spezifische Antikörper gegen L1CAM (mAk L1-11A, 10µg/ml) verwendet. Als 
Spezifitätskontrolle wurde 10µg/ml IgG1 Isotyp (Maus) verwendet. Die Anzahl transmigrierter 
T-Zellen wurde nach 24h quantifiziert. Die Messungen wurden jeweils dreimal unabhängig 
voneinander als Triplikate ausgewertet. 
 
Die transendotheliale Migration der Tregs durch PAMEC-Monolayer zeigte eine signifikante 
Erhöhung der Inhibition durch den L1CAM spezifischen mAk im Vergleich zur Isotyp Kontrolle. 
Die Inhibition der transendothelialen Migration regulatorischer T-Zellen durch PAMEC-
Monolayer bei der Zugabe von L1CAM spezifischen Antikörpern betrug 19% im Vergleich zur 
Isotyp Kontrolle. Die Zugabe der Isotyp Kontrolle zeigte eine Inhibition von 7,9% im Vergleich 
zu den nicht behandelten Tregs. Die transendotheliale Migration der Tkon Zellen durch PAMEC-
Monolayer zeigte keine signifikante Inhibition durch den L1CAM mAk. Sowohl bei der 
transendothelialen Migration der Treg, als auch der Tkon Zellen durch HUVEC-Monolayer 
zeigte sich durch den L1CAM mAk keine Veränderung der transendothelialen 
Migrationskapazität beider Populationen (Abbildung 4.51). Diese Resultate demonstrieren eine 
selektiv erhöhte Inhibition durch den L1CAM spezifischen mAk der transendothelialen 






Abbildung 4.51: Analyse der funktionellen Rolle von L1CAM bei der transendothelialen Migration von T-Zellen 
durch HUVEC- und PAMEC-Monolayer in vitro. Um die Funktion von L1CAM in der transendothelialen Migration 
zu inhibieren, wurde ein spezifischer mAk gegen L1CAM verwendet. Die Ergebnisse zeigen eine selektiv erhöhte 
Inhibition durch den anti-L1CAM mAk der transendothelialen Migration von Tregs durch Tumorendothel in vitro. 
n=3. Signifikanzniveau: **p<0,05 
 
 
4.11.3 Analyse der Treg stimulierten transendothelialen Migration von Panc1 Tumorzellen 
durch Kontroll- und Tumorendothelzellen in vitro 
 
Wie Nummer et al., (2007) zeigen konnten, erfolgt eine selektive Infiltration regulatorischer T-
Zellen in humanes Pankreaskarzinomgewebe in vivo. Die folgenden Untersuchungen sollten 
klären, ob Tregs bzw. von Tregs sekretierte lösliche Faktoren einen möglichen Einfluss auf die 
transendotheliale Migrationskapazität von Tumorzellen und somit auf Metastasierungsprozesse 
haben könnten. Die transendothelialen Migrationstests wurden, wie in Abschnitt 4.8 beschrieben, 
durchgeführt. Anstelle des chemoattraktiven Moleküls SDF-1β wurden jedoch unterschiedliche 
Konzentrationen von Tkon und Treg Zellen (1 x 104 Zellen/500µl, 5 x 104 Zellen/500µl und 1 x 
105 Zellen/500µl) in die untere Kammer hinzugefügt. Zur Aktivierung der T-Zellen wurden 













































transmigrierter T-Zellen nach 24h quantifiziert werden konnte, wurden die T-Zellen über die 
CD3/CD28-gekoppelten magnetischen Partikel, die an die T-Zellen gebunden hatten, aus dem 
Medium entfernt. Die Messungen wurden jeweils dreimal unabhängig voneinander als Triplikate 
ausgewertet. 
 
Die Ergebnisse der transendothelialen Migration von Panc1 Tumorzellen durch HUVEC-
Monolayer zeigten eine starke dosis-abhängige Erhöhung der Migration, die durch Treg Zellen 
stimuliert wurde. Dabei zeigte sich eine signifikante Zunahme der transendothelialen Migration 
bei Zugabe von 5 x 104 Tregs/500µl um 45% und bei 1 x 105 Tregs/500µl um 94% im Vergleich 
zu der Anzahl transmigrierter Panc1 Zellen ohne Stimulus. Die Zugabe von 1 x 104 Tregs/500µl 
bewirkte keine Erhöhung der transendothelialen Migration von Panc1 Zellen. Im Unterschied zu 
den Tregs bewirkte die Zugabe von Tkon Zellen eine Inhibition der transendothelialen Migration 
von Panc1 Tumorzellen im Vergleich zu der Anzahl transmigrierter Panc1 Zellen ohne Stimulus 
(Abbildung 4.52). Die Ergebnisse zeigen eine selektiv erhöhte transendotheliale Migration von 
Panc1 Tumorzellen bei Zugabe von regulatorischen T-Zellen in vitro. 
 
 
Abbildung 4.52: Messung der Treg-stimulierten transendothelialen Migration von Panc1 Tumorzellen durch 
HUVEC-Monolayer in vitro. Die Ergebnisse zeigen eine selektiv erhöhte transendotheliale Migration der Panc1 





















































4.11.4 Analyse der TGF-β1 stimulierten transendothelialen Migration von Panc1 Tumorzellen 
durch Kontroll- und Tumorendothelzellen in vitro 
 
IL-10 und TGF-β1 gehören zu den löslichen Faktoren, die von Tregs sekretiert werden 
(Bommireddy und Doetschman, 2007). In Abschnitt 4.2.6 konnte gezeigt werden, dass die 
Stimulation von Kontroll- und Tumorendothelzellen mit TGF-β1 sowohl auf HUVEC und 
HPMEC als auch auf PAMEC zu einer Erhöhung der L1CAM Expression führte. Ebenso konnte 
gezeigt werden, dass die Blockade von L1CAM bei der transendothelialen Migration von sowohl 
Tumorzellen als auch Treg Zellen eine selektive Inhibition der transendothelialen Migration 
durch das Tumorendothel bewirkte (siehe Abschnitt 4.8.3 und 4.11.2). Daher sollte getestet 
werden, ob TGF-β1 die transendotheliale Migration von Panc1 Tumorzellen stimulieren kann. 
Die transendothelialen Migrationstests wurden, wie in Abschnitt 4.8 beschrieben, durchgeführt. 
Um einen möglichen Einfluss von TGF-β1, als ein von Treg Zellen sezernierter Faktor, auf die 
transendotheliale Migration von Panc1 Zellen zu untersuchen, wurde anstelle des 
chemoattraktiven Moleküls SDF-1β unterschiedliche Konzentrationen TGF-β1 (1ng/ml, 10ng/ml 
und 100ng/ml) in die untere Kammer hinzugefügt. Die Anzahl transmigrierter Panc1 Zellen 
wurde nach 24h quantifiziert. Dabei wurde die Anzahl ohne TGF-β1 Stimulus transmigrierter 
Panc1 Zellen auf 100% gesetzt und die Anzahl mit TGF-β1 Stimulus transmigrierter Panc1 
Zellen in Relation dazu berechnet. Die Messungen wurden jeweils dreimal unabhängig 
voneinander als Triplikate ausgewertet. 
 
Die Ergebnisse der TGF-β1 stimulierten transendothelialen Migration von Panc1 Tumorzellen 
durch HUVEC-Monolayer in vitro zeigten eine dosisabhängige Erhöhung der transendothelialen 
Migration. Dabei zeigte sich eine signifikante Zunahme der transendothelialen Migration bei 
Stimulation mit 1ng/ml TGF-β1 von 13,5 % ± 0,5 %, bei Stimulation mit 10ng/ml TGF-β1 von 
21 % ± 3,8 % und bei Stimulation mit 100ng/ml TGF-β1 von 40,5 % ± 1,5 % im Vergleich zu 





Abbildung 4.53: Messung der TGF-β1 stimulierten transendothelialen Migration von Panc1 Tumorzellen durch 
HUVEC-Monolayer in vitro. Die Ergebnisse zeigen eine dosis-abhängige Zunahme der transendothelialen Migration 
von Panc1 Zellen in vitro. n=3. Signifikanzniveau: **p<0,05 
 
 
4.11.5 Analyse der TGF-β1 stimulierten transendothelialen Migration von Panc1 Tumorzellen 
durch Kontroll- und Tumorendothelzellen in vitro 
 
Im Folgenden sollte untersucht werden, ob die in Abschnitt 4.11.4 gezeigte Zunahme der 
transendothelialen Migration von Panc1 Tumorzellen durch HUVEC-Monolayer auf einer 
direkten Stimulation der Endothelzellen oder einer aktivierenden Wirkung von TGF-β1 auf die 
Panc1 Tumorzell-Migration beruhte. Deshalb sollte getestet werden, ob TGF-β1 die 
Transmigration von Panc1 Tumorzellen durch Gelatine-beschichtete Transmigrationsmembranen 
stimulieren kann. Die Migrationstests wurden, wie in Abschnitt 4.5 beschrieben, durchgeführt. 
Anstelle des chemoattraktiven Moleküls SDF-1β wurden jedoch unterschiedliche 
Konzentrationen TGF-β1 (1ng/ml, 10ng/ml und 100ng/ml) in die untere Kammer hinzugefügt. 
Die Anzahl migrierter Panc1 Tumorzellen wurde nach 24h quantifiziert. Die Messungen wurden 
jeweils dreimal unabhängig voneinander als Triplikate ausgewertet. 
 
Die Ergebnisse der TGF-β1-stimulierten Transmigration von Panc1 Tumorzellen durch Gelatine-
beschichtete Transmigrationsmembranen in vitro zeigten keine signifikante Zunahme der 
ohne



























































Migration im Vergleich zur basalen Transmigration der Panc1 Zellen ohne Stimulus (Abbildung 
4.54). Die Ergebnisse belegen, dass die gezeigte Zunahme der transendothelialen Migration von 
Panc1 Tumorzellen durch HUVEC-Monolayer nicht auf einer aktivierenden Wirkung von TGF-
β1 auf die Panc1 Tumorzell-Migration beruhte. 
 
 
Abbildung 4.54: Messung der TGF-β1 stimulierten Migration von Panc1 Tumorzellen durch Gelatine-beschichtete 
Migrationsmembranen in vitro. Die Ergebnisse zeigen keine Zunahme der TGF-β1 stimulierten Transmigration von 

































































5.1 Die erhöhte Vaskularisierung von Pankreaskarzinomen in situ 
 
Eine notwendige Voraussetzung für die Vaskularisierung von Geweben ist die Angiogenese. 
Angiogenese bezeichnet die Neubildung von Blutgefäßen durch Sprossung von Kapillaren aus 
bereits bestehenden Gefäßen (Folkman, 1984). Physiologisch wird Angiogenese nur im Embryo 
und Fetus, sowie im adulten Organismus bei zyklischen Prozessen im Eierstock und in der 
Plazenta oder bei der Wundheilung gefunden. Alle anderen Formen der Angiogenese sind mit 
pathologischen Vorgängen, so auch bei fortschreitenden Tumorerkrankungen, verbunden 
(Carmeliet, 2005). Durch die histologischen Untersuchungen an Pankreas Tumor- und 
Kontrollgeweben wurde der Grad der Vaskularisierung in situ festgestellt. In den getesteten 
Tumorgeweben konnte im Vergleich zu den Kontrollgeweben eine auf das 2fache erhöhte 
Vaskularisierung mittels CD31 Färbung festgestellt werden (Abbildung 4.1 und 4.2).  
Für viele Tumorgewebe, u. a. Brust-, Lungen-, Kolorektal- und Prostatakarzinome, konnte eine 
erhöhte Gefäßdichte nachgewiesen werden, die meist mit einer schlechten Prognose für die 
betroffenen Patienten korrelierte (Chandrachud et al., 1997; Lackner et al., 2004; Lindmark et 
al., 1996; Weidner, 1993; Weidner et al., 1993; Weidner et al., 1991). Eine zunehmende 
Gefäßdichte geht mit einer erhöhten Invasivitäts- und Metastasierungsrate bei unterschiedlichen 
Tumorentitäten einher. Für das Pankreaskarzinom konnte ebenfalls in verschiedenen Studien eine 
positive Korrelation der Gefäßdichte mit dem Krankheitsverlauf des Tumors festgestellt werden 
(Couvelard et al., 2005; Ellis et al., 1998; Fujioka et al., 2001; Ikeda et al., 1999; Karademir et 
al., 2000; Khan et al., 2002; Korc, 2003; Kuwahara et al., 2003; Linder et al., 2001; Mirecka et 
al., 2001; Niedergethmann et al., 2002; Seo et al., 2000; Stipa et al., 2002). Einige Autoren 
konnten weiterhin belegen, dass eine hohe Gefäßdichte im Pankreaskarzinom zu 
Lebermetastasen führt und mit einer schlechten Prognose der Patienten korreliert (Kuwahara et 
al., 2003; Seo et al., 2000; Takagi et al., 2005). 
Eine Gefäßneubildung (Neovaskularisierung) oder Angiogenese wird sehr stark durch angiogene 
Faktoren kontrolliert. Im Tumorgewebe verschiedener  Tumorentitäten kommt es zu einer 
Verschiebung des Gleichgewichts von pro- und anti-angiogenen Faktoren auf Seite der pro-
angiogenen Faktoren. Zu den tumoralen und peritumoralen Veränderungen der physiologischen 
Stimuli und des Tumormikromilieus gehören die Unterversorgung mit Sauerstoff (Hypoxie), ein 
niedriger pH-Wert und ein erhöhtes Vorkommen freier Radikale, die eine erhöhte Expression 
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von pro-angiogenen Wachstumsfaktoren bewirken. Zu diesen werden u. a. der vaskuläre 
endotheliale Wachstumsfaktor (vascular endothelial growth factor, VEGF) und der basale 
Fibroblasten Wachstumsfaktor (basic fibroblast growth factor, bFGF) gezählt. Zusätzlich kann 
das Mikromilieu durch Zytokine, wie z. B. durch den transformierenden Wachstumsfaktor-β 
(transforming growth factor-β, TGF-β) und den Tumornekrosefaktor-α (tumor necrosis factor-α, 
TNF-α) moduliert werden (Denko et al., 2003; Dor et al., 2001; Shi et al., 2001; Shi et al., 2000; 
Xie, 2001; Xie und Huang, 2003a; Xie und Huang, 2003b; Xie et al., 2004). Diese pro-
angiogenen Wachstumsfaktoren und Zytokine können eine Induktion der Angiogenese 
(angiogenic switch) bewirken (Bergers und Benjamin, 2003), die zu einer zunehmenden Dichte 
mikrovaskulärer Gefäße führt. Dadurch ist die für ein weiteres Tumorwachstum notwendige 
Versorgung des Tumorgewebes mit Sauerstoff und Metaboliten sicher gestellt. 
Pankreaskarzinome sind durch stark hypoxische Bedingungen und eine deutliche Erhöhung von 
pro-angiogenen Wachstumsfaktoren und Zytokinen sowie deren Rezeptoren, wie z. B. 
VEGF/VEGFR2 und TGF-β/TβRII, charakterisiert (Kleeff et al., 2007; Li et al., 2004). Es ist 
anzunehmen, dass diese Mechanismen von Bedeutung für die analysierte, stärkere 
Vaskularisierung des Pankreaskarzinomgewebes sind.  
 
 
5.2 Die erhöhte Expression des Zelladhäsionsmoleküls L1CAM in 
Pankreaskarzinomgeweben in situ 
 
Zelladhäsionsmoleküle (cell adhesion molecules, CAMs) spielen eine wichtige Rolle in 
verschiedenen physiologischen Prozessen, wie Migration, Proliferation, Aktivierung und 
Differenzierung von Zellen. Die Mitglieder der Ig-Superfamilie sind u. a. das interzelluläre 
Adhäsionsmolekül-1 (intercellular adhesion molecule-1, ICAM-1), das vaskuläre 
Adhäsionsmolekül-1 (vascular cell adhesion molecule-1, VCAM-1), das Neuronen-Glia-ähnliche 
Zelladhäsionsmolekül (neuron-glia-related cell adhesion molecule, Nr-CAM), das neuronale 
Zelladhäsionsmolekül (neural cell adhesion molecule, NCAM) sowie das L1 
Zelladhäsionsmolekül (L1 cell adhesion molecule, L1CAM).  
Eine L1CAM Expression konnte bereits auf einer Vielzahl unterschiedlicher Karzinome 
detektiert werden. Deshalb sollte untersucht werden, ob ebenfalls in Pankreaskarzinomgeweben 
eine erhöhte L1CAM Expression detektierbar ist. Durch quantitative Auswertung histologischer 
Untersuchungen von Pankreas Tumor- und Kontrollgeweben wurde in den Pankreas 
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Tumorgeweben eine Erhöhung der L1CAM Expression in situ auf die dreifache gefärbte Fläche 
festgestellt (Abbildung 4.1 und 4.2). Als Grundlage hierfür wurde die spezifisch gefärbte 
L1CAM Fläche in Tumor- und Kontrollgewebe mit der gesamten Gewebeoberfläche korreliert 
und verglichen. 
Sebens Muerkoster et al. (2007) berichten ebenfalls von einer histologisch nachweisbar erhöhten 
L1CAM Expression in Pankreaskarzinomgeweben. Des Weiteren wurde eine erhöhte Expression 
von L1CAM bei einer Reihe verschiedener Tumorentitäten wie z. B. Melanom, Neuroblastom, 
Gliom, Bronchial- und Nierenzellkarzinome, gastrointestinale und kolorektale Tumore und bei 
der monozytären Leukämie gefunden (Allory et al., 2005; Boo et al., 2007; Fogel et al., 2003a; 
Fogel et al., 2003b; Gavert et al., 2005; Kaifi et al., 2007; Kaifi et al., 2006a; Kaifi et al., 2006b; 
Meli et al., 1999; Senner et al., 2002; Shtutman et al., 2006; Thies et al., 2002).  
Das Pankreaskarzinom ist eine aggressive, maligne Erkrankung, die durch ein schnelles, 
invasives Tumorwachstum, welches mit frühzeitigen Gefäß- und Lymphbahninfiltrationen einher 
geht. Fast 100% der Patienten entwickeln während des Krankheitsverlaufes Metastasen u. a. in 
Leber, Lunge, Nieren und am Skelett (Bilchik et al., 2000; Li et al., 2004; Nagai et al., 1986; 
Nakao et al., 1996). Die Veränderungen der Expressionsmengen von verschiedenen Ig-CAM 
Proteinen in Karzinomgeweben stellen oft einen wichtigen Faktor bei Invasions- und 
Metastasierungsprozessen dar (Keleg et al., 2003; Mousa, 2008). Um Interaktionen mit der 
Gefäßwand und der EZM zu erleichtern, machen sich Tumorzellen häufig eine erhöhte Ig-CAM 
Expression, z. B.  PECAM-1, ICAM-1 und NCAM, zu nutze (Tang und Honn, 1994). So wurde 
eine erhöhte Expression von ICAM-1 u. a. in Blasen- und Lungenkarzinomen, kolorektalen 
Tumoren sowie Melanomen festgestellt (Campbell et al., 1994; Dippold et al., 1993; Johnson et 
al., 1989; Maurer et al., 1998; Schardt et al., 1993; Tomita et al., 1993). Ebenso wurden erhöhte 
Mengen von VCAM-1 auf malignen Zellen von Brust-, Nierenzell- und Kolorektalkarzinomen 
gefunden (Ali et al., 2000; Hemmerlein et al., 2000; Maurer et al., 1998). Im Pankreastumor 
konnten ebenfalls erhöhte Expressionen von ICAM-1, VCAM-1 sowie Nr-CAM detektiert 
werden (Dhodapkar et al., 2001; Keleg et al., 2003; Kuehn et al., 1999; Schwaeble et al., 1993). 
Eine erhöhte ICAM-1 und VCAM-1 Expression konnte weiterhin mit einer erhöhten 
Metastasierungsrate in verschiedenen Tumoren korreliert werden (Alexiou et al., 2001; Ding et 
al., 2003; Johnson, 1999; Lin et al., 2006; Maurer et al., 1998; Natali et al., 1997). Die 
Überexpression von L1CAM in Melanomen und Gliomen konnte mit einer erhöhten 
Metastasierungsrate assoziiert werden (Ohnishi et al., 1998; Thies et al., 2007; Thies et al., 
2002). Ebenso zeigte die Publikation von Gavert et al. (2007), dass die Co-Expression von 
L1CAM und ADAM10 in Kolonkarzinomzellen die Kapazität der Zellen zur Bildung von 
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Metastasen im Maus-Modell erhöht. Zusammenfassend ist zu vermuten, dass eine 
Überexpression von L1CAM in Pankreaskarzinomen von Bedeutung für die früh auftretenden 
Metastasierungsprozesse im Pankreastumor sein könnte. 
 
 
5.3 Die erhöhte Expression des Zelladhäsionsproteins L1CAM auf Pankreas 
Tumorendothel in situ und in vitro 
 
Im Mittelpunkt der Angiogenese stehen die Endothelzellen, welche während dieses Prozesses 
kaskadenartig die Phasen der Proliferation, Migration und Differenzierung durchlaufen 
(Folkman, 1984). Der Vergleich von Endothelien in nicht-malignen Geweben mit 
Tumorendothelien zeigt mannigfaltige Unterschiede. Endothelzellen zeigen im Tumor einen 
veränderten Phänotyp, der dem einer aktivierten Endothelzelle im inflammatorischen Zustand 
ähnelt. Dies äußert sich u. a. in veränderten Expressionsmustern von verschiedenen Ig-CAMs mit 
unterschiedlichen Funktionen. Die histologischen Untersuchungen der Pankreas Tumor- und 
Kontrollgewebe in situ zeigten eine signifikante Erhöhung der endothelialen L1CAM Expression 
auf das 13,5fache in den Pankreas Tumorgeweben im Vergleich zu den Kontrollgeweben 
(Abbildung 4.1 und 4.2). Ebenso konnte die erhöhte L1CAM Expression auf Pankreas 
Tumorendothelzellen (PAMEC) im Vergleich zu den Kontrollendothelzellen (HUVEC und 
HPMEC) in vitro durch immunzytologische und durchflusszytometrische Analysen bestätigt 
werden (Abbildung 4.3, 4.4 und 4.5). 
Eine L1CAM Expression konnte bereits mehrfach auf Endothelzellen unterschiedlicher 
Organursprünge in situ und in vitro nachgewiesen werden. So wurde eine L1CAM Expression 
sowohl auf mikrovaskulären Endothelzellen der Lunge (Voura et al., 2001), als auch auf 
makrovaskulären Endothelzellen der Nabelschnur (Murga et al., 2005; Prevost et al., 2002) in 
vitro nachgewiesen. Ebenso wurde eine L1CAM Expression auf angrenzenden Gefäßen von 
Hauttumoren in situ bestimmt (Felding-Habermann et al., 1997; Thies et al., 2002). Des 
Weiteren konnten Kaifi et al. (2006a) eine erhöhte L1CAM Expression auf Tumorendothelien 
von Neurofibrosarkomen und Tumoren glatter Muskelzellen in situ nachweisen.  
Eine differentielle Expression von Ig-CAMs auf Tumorendothelien wurde bereits mehrfach 
beschrieben (Albeda et al., 1991; Ito et al., 1995; Kuzu et al., 1993). Erhöhte Expressionsmengen 
von ICAM-1 und VCAM-1 konnten u. a. auf Tumorendothelien von Lungen-, Brust- und 
Kolorektalkarzinomen sowie Lymphomen nachgewiesen werden (Jain et al., 1996; Yoong et al., 
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1998). Ebenfalls wurde eine erhöhte Expression von ICAM-2 und ICAM-3 auf 
Tumorendothelien von malignen Lymphomen detektiert (Jain et al., 1996). Tumorendothelien 
des Pankreaskarzinoms zeigten ebenfalls signifikant stärkere Expressionen der Ig-CAM Proteine 
ICAM-1, ICAM-2 und VCAM-1 (Nummer et al., 2007). Zusammenfassend lassen sich diese 
Expressionsteigerungen durch den allgemein aktivierten Zustand der Endothelzellen durch das 
Mikromilieu des Gewebes erklären. 
An der Angiogenese sind auch peri-endotheliale Komponenten, wie beispielsweise die 
Basalmembran, membrana basalis, beteiligt. Die Basalmembran liegt zwischen dem Endothel 
und dem ihm angrenzendem Bindegewebe. Die Basalmembran weist multiple Bindungsstellen 
für verschiedene CAMs auf. Somit finden zahlreiche Wechselwirkungen zwischen den EZM 
Bestandteilen der Basalmembran, hauptsächlich Kollagen Typ IV und Laminin, und 
verschiedenen CAMs statt. Dadurch wird die Stabilität der Basalmembran durch Bindung an 
benachbarte Zellen gefestigt. So binden beispielsweise Integrine an Kollagen Typ IV und 
Laminin in der Basalmembran.  
Die histologischen Untersuchungen der Pankreaskarzinomgewebe in situ zeigten, dass die 
Expressionssteigerung von endothelialem L1CAM in den Tumorgeweben mit einer veränderten 
L1CAM Lokalisation einher ging. In den Kontrollgeweben war häufig eine basolaterale 
Lokalisation von L1CAM zu beobachten, wohingegen in den Tumorgeweben oft eine luminale 
Expression, co-lokalisiert mit CD31, zu finden war (Abbildung 4.1, Pfeile). 
Die Gruppe der extrazellulären Bindungspartner von L1CAM umfasst u. a. auch Komponenten 
der EZM wie beispielsweise Laminin und die Proteoglykane Neurocan und Phosphocan (Milev 
et al., 1994; Montgomery et al., 1996; Oleszewski et al., 2000). Die basolaterale Lokalisation 
von L1CAM in den Kontrollgeweben lässt auf eine mögliche Interaktion der Endothelzellen mit 
der Basalmembran vermittelt über eine L1CAM-Laminin, L1CAM-Neurocan und/oder 
L1CAM/Phosphocan Interaktion schließen. Diese Interaktion könnte einen weiteren Faktor zur 
Einbettung der Gefäße in die umliegende Matrix sowie Verstärkung der Stabilität der 
Basalmembran darstellen.  
Um eine Migration der Endothelzellen und damit ein Auswachsen neuer Gefäße während der 
Angiogenese zu ermöglichen, muss die Basalmembran durch Matrix-Metalloproteasen (MMPs) 
zunächst abgebaut und später als Umhüllung der neu entstandenen Gefäße wieder aufgebaut 
werden (Grant und Kleinman, 1997). Neu gebildete Tumorgefäße zeigen dabei oft eine 
veränderte Basalmembranstruktur, die meist löchrig und fragmentiert ist (Nagy et al., 1989). 
Dies könnte ebenfalls die veränderte Lokalisation des L1CAM im Tumorgewebe erklären. Die 
Ausschüttung angiogener Faktoren im Tumorgewebe vermittelt eine Expressionssteigerung der 
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CAMs auf Tumorendothel und sorgt für eine gesteigerte Adhäsions- und Migrationskapazität der 
Endothelzellen gegenüber der Basallamina (Albelda und Buck, 1990; Ruoslahti und 
Pierschbacher, 1987; Szekanecz und Szegedi, 1992). Verschiedene Autoren konnten einer 
erhöhten L1CAM Expression auf Tumor- und neuronalen Zellen eine verstärkte Motilität der 
Zellen auf EZM Proteinen zuweisen (Gast et al., 2005; Gavert et al., 2005; Mechtersheimer et 
al., 2001; Silletti et al., 2004; Thelen et al., 2002). Die veränderte Lokalisation von L1CAM auf 
den Tumorendothelien von einer basolateralen zu einer luminalen Expression könnte auf einen 
Verlust der L1CAM-vermittelten Zell-Matrix Interaktionen und einer dadurch möglichen 
L1CAM-abhängigen Motilitäts-steigernden Wirkung auf den Endothelzellen hinweisen, was zu 
einer verstärkten Ausbildung von Gefäßstrukturen und dadurch zu einer verstärkten 
Vaskularisierung führen könnte. Des Weiteren könnte L1CAM durch die luminale Lokalisation 
an der Adhäsion und darauf folgenden Extravasation von immunmodulatorischen und/oder 
Tumorzellen beteiligt sein.  
 
 
5.3.1 Die Tumormikromilieu induzierte endotheliale L1CAM Expression in 
vitro 
 
Durch die Produktion von Stroma-modulierenden Faktoren wie u. a. VEGF, bFGF, Blutplättchen 
Wachstumsfaktor (platelet-derived growth factor, PDGF), epidermale Wachstumsfaktor 
Rezeptor Liganden (epidermal growth factor receptor ligands, EGFR Liganden) und 
immunmodulatorische Zytokine wie Interleukine, Kolonie-stimulierende Faktoren, TGF-β und 
TNF-α, schaffen sich Tumorzellen ein dauerhaft anhaltendes, Progressions-förderndes 
Mikromilieu. Ähnlich wie bei der Wundheilung verschieben diese Faktoren die im Gewebe 
bestehende Homöostase und bewirken eine persistente, parakrine Induktion von Stromazellen, 
wie z. B. Endothelzellen. Die Aktivierung der Stromazellen bewirkt dann eine weitere 
zusätzliche Sekretion von Wachstumsfaktoren und Zytokinen (McCawley und Matrisian, 2001; 
Mueller und Fusenig, 2004). Diese Mechanismen können zu inflammatorischen Reaktionen und 
zur Angiogenese führen. Die Ausschüttung pro-angiogener Faktoren im Tumorgewebe könnte 
die L1CAM Expressionssteigerung des Tumorendothels in situ erklären. Hierzu müssten nicht-
maligne Endothelzellen sensitiv auf eine Erhöhung pro-angiogener Faktoren reagieren. 
Deshalb sollte festgestellt werden, ob die in einem allogenen Pankreas Tumorgewebe-Lysat 
vorhandenen pro-angiogenen Faktoren auch stimulierende Effekte auf die L1CAM Expression 
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auf nicht-malignen Endothelzellen in vitro zeigen. Die immunzytologischen Untersuchungen 
zeigten eine durch allogenes Pankreas Tumorgewebe-Lysat induzierte L1CAM 
Expressionssteigerung von HUVEC Zellen in vitro (Abbildung 4.6). Auch konnte durch 
Verwendung eines Pankreas Tumorzelllinien-Lysats eine L1CAM Expressionssteigerung auf 
HUVEC und HPMEC in vitro bewirkt werden (Abbildung 4.7 und 4.8).  
Mehrere Autoren konnten bereits einen Einfluss des Tumormikromilieus auf die Expression 
verschiedener CAMs nachweisen. Nummer et al. (2007) konnten einen direkten Einfluss des 
Tumormikromilieus auf den Expressionsstatus verschiedener endothelialer CAMs belegen. Als 
Tumormikromilieu Imitat verwendeten die Autoren autologes Pankreas Tumorgewebe-Lysat. 
Durch Inkubation von Pankreas Tumorendothelzellen mit autologem Pankreas Tumorgewebe-
Lysat konnte eine Expressionssteigerung verschiedener Ig-CAMs, u. a. ICAM-1, VCAM-1 und 
MAdCAM-1, auf den Pankreas Tumorendothelzellen induziert werden. Jain et al. (1996) 
berichten, dass HUVECs, die mit der interstitiellen Flüssigkeit von Tumortransplantaten 
inkubiert wurden, eine erhöhte ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin Expression zeigen. Diese 
Effekte können durch die Stimulation mit einem einzelnen Zytokin (TNF-α) ausgelöst werden 
(Jain et al., 1996).  
Es ist anzunehmen, dass die durch das Tumorgewebe-Lysat induzierte L1CAM 
Expressionssteigerung auf den Kontrollendothelzellen durch verschiedene pro-angiogene 
Faktoren des Pankreas Tumorgewebe- bzw. Tumorzelllinien-Lysats zurückzuführen ist. 
 
Verschiedene Zytokine konnten mit einer pro-angiogenen Wirkung in Verbindung gebracht 
werden. So wurden u. a. einige Interleukine, wie IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-8 und IL-18, der 
Hepatozyten Wachstumsfaktor (hepatocyte growth factor, HGF), der Insulin-ähnliche 
Wachstumsfaktor-1 (insulin-like growth factor-1, IGF-1), TNF-α, IFN-γ sowie TGF-β1 als 
angiogene Faktoren in vitro und in vivo beschrieben (Aggarwal et al., 2006; Bertolino et al., 
2005; Carmeliet und Jain, 2000; Frater-Schroder et al., 1987; Jakob et al., 2006; Korc, 2003; 
Sarma et al., 1992). Dabei zeigen TNF-α, IFN-γ und TGF-β1 bi-funktionale Effekte auf das 
Endothelium in vitro und in vivo. Diese Zytokine können in geringen Konzentrationen die 
Proliferation und Migration von Endothelzellen stimulieren, in hohen Konzentration hingegen 
inhibitorisch auf Endothelzellen wirken. Die Zusammensetzung des Tumorgewebe-Lysats kann 
nicht nur pro-angiogene Wachstumsfaktoren sondern auch eine Reihe pro-angiogener Zytokine 
enthalten. In verschiedenen Tumorentitäten konnten erhöhte Mengen an immunmodulatorischen 
Zytokinen nachgewiesen werden. Beispielsweise zeigten sich in Melanomen, Brust- und 
Prostatakarzinomen erhöhte Mengen TNF-α und TGF-β (Aggarwal et al., 2006; Jakob et al., 
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2006; Teicher, 2007). In Pankreaskarzinomen wurden erhöhte Mengen von TNF-α, TGF-β1 und 
IFN-γ detektiert (Friess et al., 1999; Friess et al., 1993; Le et al., 2000). Dabei korrelierten die 
erhöhten TGF-β1 Mengen mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium, stärkerer Metastasierung 
und einer schlechten Prognose bei den betroffenen Patienten (Friess et al., 1993).  
Es sollte untersucht werden, ob auch einzelne immunmodulatorische Zytokine eine L1CAM 
Expressionssteigerung bewirken können. Durch die immunzytologischen, 
durchflusszytometrischen und biochemischen Untersuchungen konnte eine durch TGF-β1, TNF-
α und IFN-γ induzierte signifikante Expressionssteigerung von L1CAM sowohl auf Kontroll- 
(HUVEC und HPMEC) als auch auf Tumorendothelzellen (PAMEC) in vitro gezeigt werden. 
Dabei wurde die stärkste L1CAM Expressionssteigerung auf den PAMEC detektiert (Abbildung 
4.9 – 4.13).  
Die Aktivierung von Endothelzellen durch immunmodulatorische Zytokine kann eine 
Veränderung der Ig-CAM Expression zur Folge haben. Beispielsweise konnte eine Stimulation 
von Endothelzellen durch TGF-β1 eine Expressionssteigerung verschiedener CAMs bewirken 
(Enenstein et al., 1992; Koch et al., 1991; Szekanecz et al., 1995). Viele Autoren belegen, dass 
IFN-γ und TNF-α eine Expressionssteigerung von ICAM-1, VCAM-1 und PECAM-1 auf 
unterschiedlichen Endothelzellen in vitro und in vivo induzieren (Jain et al., 1996; Munro et al., 
1989; Pober et al., 1986; Sana et al., 2005; Sutton et al., 1991; Tang und Hendricks, 1996; ten 
Kate et al., 2006; Tudor et al., 2001). Eine Zytokin-induzierte Regulation der L1CAM 
Expression konnte bereits auf unterschiedlichen Zellen nachgewiesen werden. In 
Ovarialkarzinomzellen wurde eine HGF-induzierte Erhöhung der L1CAM Expression 
nachgewiesen (Novak-Hofer et al., 2008). Vorläufige Experimente konnten zeigen, dass eine 
HGF-induzierte Erhöhung der L1CAM Expression ebenfalls auf HUVEC nachweisbar ist (Daten 
nicht veröffentlicht). Die Inkubation von immortalisierten Epithelzellen des Pankreas mit TGF-
β1 führt ebenfalls zu einer Erhöhung der L1CAM Expression. Alternativ konnte die L1CAM 
Expression durch Co-Kultur mit Pankreas Myofibroblasten, die TGF-β1 sezernieren, erhöht 
werden (Geismann et al., 2008; zur Veröffentlichung eingereicht). Des Weiteren wurde eine 
TNF-α-induzierte L1CAM Expression auf dendritischen Zellen nachgewiesen (Pancook et al., 
1997). Die Zytokin-induzierte Expressionssteigerung von L1CAM auf den PAMEC könnte auf 
eine mögliche höhere Zytokinsensitivität der Tumorendothelzellen, ausgelöst durch erhöhte 
Expressionsmengen der jeweiligen Zytokin Rezeptoren, zurückzuführen sein. Fonsatti et al. 
(2003) konnten erhöhte Expressionsmengen von Endoglin, eine Komponente des TGF-β 
Rezeptor Komplexes, auf proliferierenden Endothelzellen nachweisen. Weiterhin konnten die 
Autoren eine starke Expression von Endoglin auf neu ausgebildeten Gefäßen in einer Reihe 
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unterschiedlicher Karzinome detektieren. Ebenso wurden auf Leber Tumorendothelzellen 
erhöhte Mengen des TNF-α Rezeptors, TNFR2, nachgewiesen (Wu et al., 2008). 
Neben den durch TNF-α, IFN-γ und TGF-β1 induzierten erhöhten L1CAM Proteinmengen 
konnten durch Zytokinstimulation erhöhte L1CAM mRNA Mengen in HUVEC und PAMEC 
detektiert werden (Abbildung 4.14 und 4.15). Die Veränderung der Ig-CAM Expression durch 
Endothelzellaktivierung mittels immunmodulatorischer Zytokine kann auch zu Veränderung der 
mRNA Mengen unterschiedlicher Ig-CAMs führen. Sana et al. (2005) konnten belegen, dass 
stimulatorische Effekte von TNF-α und IFN-γ ebenfalls auf erhöhte mRNA Mengen von ICAM-
1, VCAM-1 und PECAM-1 zurückzuführen sind. Da die L1CAM mRNA Mengen nach TNF-α 
und IFN-γ Stimulation jedoch nicht stark erhöht waren, ist zu vermuten, dass zusätzliche 
posttranskriptionelle Mechanismen, wie beispielsweise eine Stabilisierung der mRNA, eine 
gesteigerte Translationsrate, eine verstärkte Proteinakkumulation an der Zelloberfläche oder ein 
verringerter Proteinabbau, eine Rolle spielen könnten. 
L1CAM kann durch ADAM10 oder ADAM17 Spaltung in eine lösliche Form überführt werden, 
die funktionell aktiv ist. Melanomzellen spalten L1CAM von der Zelloberfläche ab und bauen es 
in die benachbarte extrazelluläre Matrix ein (Montgomery et al., 1996). Lösliches L1CAM 
kommt auch in malignem Aszites und Serum von Ovarialkarzinom Patientinnen vor (Fogel et al., 
2003a; Gutwein et al., 2005). Es kann die Migration von Gliomzellen stimulieren (Izumoto et al., 
1996). Überdies induziert aus Aszites aufgereinigtes lösliches L1CAM die Zellmigration 
(Gutwein et al., 2005). Gesteigerte CAM Expressionen auf Endothelien können auch eine 
gesteigerte Segregation von löslichen CAMs zur Folge haben (Blue et al., 1993; Kawaguchi et 
al., 1992; Koch et al., 1994). Koch et al. (1994) bewiesen, dass lösliche Formen von VCAM-1 
und E-Selektin als pro-angiogene Faktoren wirken können. Die Blockade dieser CAMs resultiert 
in einer verminderten Angiogenese in vivo (Koch et al., 1994). Durch die 
durchflusszytometrischen Analysen konnte eine ADAM10 und ADAM17 Expression sowohl auf 
HUVEC und HPMEC als auch auf den PAMEC nachgewiesen werden (Abbildung 4.16 und 
4.17). Allerdings konnte keine L1CAM Spaltung auf den Endothelzellen festgestellt werden 
(siehe Abschnitt 4.2.7). Diese Daten bestätigen die Befunde von Voura et al. (2001), die 
ebenfalls von einer fehlenden L1CAM Spaltung auf HPMEC in vitro berichteten. Ebenso Sebens 
Muerkoster et al. (2007) konnten auf Pankreaskarzinom Zellen keine L1CAM Spaltung in vitro 
nachweisen. Allerdings ist nicht auszuschließen, dass in Pankreaskarzinomgeweben in vivo 
exprimiertes L1CAM gespalten wird und in löslicher Form als pro-angiogener Faktor wirken 
könnte.  
Zusammenfassend lässt sich aus den vorliegenden Ergebnissen schließen, dass die 
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Tumorendothelzellen eine selektiv erhöhte Sensitivität gegenüber pro-angiogenen Faktoren 
zeigen, was u. a. zu einer gesteigerten L1CAM Expression führt. Die Expressionssteigerung 
könnte Veränderungen der Angiogenese, wie z. B. eine gesteigerte Migration und Bildung 
tubulärer Fortsätze der Endothelzellen, bewirken. 
 
 
5.4 Das Expressionsmuster der L1CAM Bindungspartner auf Endothel-
zellen in vitro 
 
Verschiedene physiologische Prozesse wie Migration, Proliferation, Aktivierung und 
Differenzierung von Zellen benötigen direkten Zell-Zell bzw. Zell-Matrix Kontakt. Diese Zell-
Zell und Zell-Matrix Interaktionen werden häufig durch homophilische oder heterophilische 
Bindungen verschiedener Ig-CAMs mit ihren jeweiligen Bindungspartnern vermittelt. 
Beispielsweise konnten für PECAM-1 homophilische Bindungen nachgewiesen werden, die 
während der Extravasation von Zellen eine entscheidende Rolle spielen. Des Weiteren kann 
PECAM-1 auch heterophilische Bindung mit dem αvβ3 Integrin eingehen (Jackson, 2003). 
ICAM-1 und VCAM-1 können beide heterophilische Bindungen eingehen. So stellt LFA-1 
(lymphocyte function-associated antigen-1, LFA-1) einen Interaktionspartner von ICAM-1 dar. 
VCAM-1 kann heterophilische Bindungen mit VLA-4 (very late antigen-4, VLA-4) eingehen. 
Sowohl die ICAM-1/LFA-1 als auch die VCAM-1/VLA-4 Bindungen sind als notwendige 
Ereignisse für die Extravasation verschiedener Zellen beschrieben worden (Engelhardt und 
Wolburg, 2004; Ley et al., 2007).  
L1CAM kann sowohl homophilische als auch heterophilische Bindungen mit einer Reihe 
verschiedener Bindungspartner eingehen. So wurden Interaktionen u. a. mit verschiedenen 
Integrinen, EZM Proteinen, wie Laminin, Neurocan und Phosphocan, Neuropilin-1 (NRP-1) und 
CD24 beschrieben (Blaess et al., 1998; Ebeling et al., 1996; Felding-Habermann et al., 1997; 
Hall et al., 2004; Hall und Hubbell, 2004; Kleene et al., 2001; Moos et al., 1988; Oleszewski et 
al., 1999; Reidy et al., 2006; Ruppert et al., 1995; Voura et al., 2001).  
Es sollte das Expressionsmuster von verschiedenen L1CAM Bindungspartnern auf den 
Endothelzellen in vitro untersucht werden. Hierbei wurden die bekanntesten Bindungspartner 
von L1CAM, also NRP-1 und β1 Integrin untersucht. Die durchflusszytometrischen Analysen 
zeigten deutliche NRP-1 Expressionen auf allen drei Zelltypen. Die Zytokin Stimulation der 
Endothelzellen bewirkte sowohl auf den Kontroll- als auch auf den Tumorendothelzellen keine 
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Veränderung der NRP-1 Expression im Vergleich zu den nicht aktivierten Endothelzellen 
(Abbildung 4.18). 
Die Bindung von L1CAM an NRP-1 wurde bisher hauptsächlich für neuronale Zellen 
beschrieben. Weiterhin wurde eine Interaktion von auf Ovarialkarzinomzellen exprimiertem 
L1CAM mit auf Mesothelzellen exprimiertem NRP-1 nachgewiesen (Stoeck et al., 2006). Auf 
Neuronen interagiert L1CAM mit NRP-1 und ist damit Teil eines Rezeptorkomplexes, der für die 
Repulsion von Axonen durch Semaphorin3A (Sema3A) verantwortlich ist. Die Bindung von 
löslichem L1CAM an NRP-1 kann diese Repulsion umkehren (Castellani et al., 2000; Castellani 
et al., 2002). NRP-1 wird auch auf Endothelzellen exprimiert. (Staton et al., 2007). Co-
exprimiert mit dem VEGF Rezeptor 2 (VEGFR2) verstärkt NRP-1 die Bindung von VEGF-A165 
an VEGFR2 auf Endothelzellen. Dabei bildet sich ein Komplex aus VEGFR2, NRP-1 und 
VEGF-A165, der eine verstärkte Aktivierung des VEGFR2 und dadurch eine VEGF-A165-
vermittelte Proliferation und Migration der Endothelzellen bewirkt (Soker et al., 1998). Eine 
NRP-1 Expression ist darüber hinaus für unterschiedliche Karzinome, u. a. Brust-, Prostata-, 
Lungen-, Pankreas- und Kolonkarzinom beschrieben worden (Kawakami et al., 2002; Lantuejoul 
et al., 2003; Latil et al., 2000; Parikh et al., 2004; Parikh et al., 2003; Soker et al., 1998). Die 
Expression von NRP-1 in Pankreaskarzinomen korreliert dabei mit einer schlechten Prognose für 
die betroffenen Patienten (Fukahi et al., 2004; Parikh et al., 2003). Auch auf Tumorzellen fördert 
NRP-1 die Motilität der Zellen. Die Überexpression von NRP-1 in einer Ratten 
Prostatakarzinomzelllinie führte zur verstärkten Migration und gleichzeitig zur erhöhten Bindung 
von VEGF-A165 in vitro. Zudem konnte bewiesen werden, dass NRP-1 in Tumorzellen, die 
keine Expression von VEGFR1 sowie VEGFR2 zeigten, die autokrine Funktion von VEGF und 
eine dadurch erhöhte Migration der Tumorzellen bewirkte (Bachelder et al., 2001; Bachelder et 
al., 2003; Soker et al., 1998). Weiterhin konnten Murga et al. (2005) nachweisen, dass NRP-1 
unabhängig von einer VEGF/VEGFR2-vermittelten Signalweiterleitung die Adhäsion von 
Endothelzellen an Proteine der EZM fördert. Diese Berichte lassen vermuten, dass eine Bindung 
von NRP-1 an einen anderen Bindungspartner, wie beispielsweise L1CAM, eine Steigerung der 
Migration und/oder Adhäsion von Endothelzellen bewirken könnte. 
 
Die durchflusszytometrischen Analysen zeigten ebenfalls eine deutliche β1 Integrin Expression 
auf allen drei Zelltypen. Die Zytokin Stimulation der Endothelzellen bewirkte sowohl auf den 
Kontroll- als auch auf den Tumorendothelzellen keine deutliche Veränderung der β1 Integrin 
Expression im Vergleich zu den nicht aktivierten Endothelzellen (Abbildung 4.19).  
Verschiedene Integrine stellen weitere Bindungspartner von L1CAM dar. Die β1 Integrin 
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Untereinheit bindet an L1CAM in Form von α5β1, αvβ1 und α9β1 Integrin. Durch diese Bindungen 
kann eine Verstärkung der Zelladhäsion und -migration induziert werden (Silletti et al., 2000). 
Die Expression von Integrinen auf Endothelzellen ist essentiell wichtig für Zell-Zell und Zell-
Matrix Interaktionen, welche zur Migration der Endothelzellen während der Angiogenese führen 
(Polverini, 1996). Endothelzellen exprimieren die Integrine α1β1, α2β1, α3β1, α4β1, α5β1, α6β1 und 
αvβ1 (Rupp und Little, 2001; Stupack und Cheresh, 2002). Dabei wurden die Integrine α1β1, α2β1, 
α3β1 und α5β1 als pro-angiogen identifiziert. Die Funktion der β1 Integrine umfasst die 
Aktivierung der Endothelzellproliferation und –migration sowie die Lumenformation während 
der Bildung tubulärer Fortsätze in vitro und in vivo (Mettouchi und Meneguzzi, 2006). β1 
Integrin knock-out Experimente zeigten Defekte bei der Entwicklung des vaskulären 
Netzwerkes, welches bereits im Embryo zur Letalität führte (Fassler und Meyer, 1995; Stephens 
et al., 1995; Tanjore et al., 2008). Byzova et al. (2000) konnten eine β1 Integrin-vermittelte 
Migration von Endothelzellen in Abhängigkeit von VEGF nachweisen. Analysen von Integrin 
Expressionsprofilen konnten eine erhöhte Expression von α5β1 Integrin auf Tumorendothelien 
belegen. Die Inhibition von sowohl α5β1 als auch α2β1 Integrin mit einem jeweils spezifischen 
blockierenden Antikörper bewirkte in beiden Fällen eine Inhibition der Angiogenese in vivo 
(Mettouchi und Meneguzzi, 2006).  
Zusammenfassend lässt sich aus den vorliegenden Daten schließen, dass die endotheliale Integrin 
Interaktion mit der EZM von besonderer Bedeutung für den Stimulationsstatus der 
Endothelzellen ist. Somit können sowohl die physiologische als auch pathologische endotheliale 
Proliferation, Migration und Lumenformation, wenigstens zum Teil von der Signaltransduktion 
durch Integrine abhängen. Weiterhin ist in diesem Zusammenhang ebenfalls eine Interaktion von 
β1 Integrin und L1CAM denkbar. 
 
 
5.5 Die Rolle von endothelialem L1CAM für die Angiogenese  
 
Der Prozess der Angiogenese kann in mehrere sequentielle Phasen unterteilt werden. Nach 
Aktivierung der Endothelzellen durch vom Tumor sezernierte, pro-angiogene Faktoren, erfolgt 
die Degradation der Basalmembran. Anschließend beginnen die Endothelzellen zu proliferieren 
und durch die EZM zu migrieren. Durch Polarisation der migrierenden Endothelzellen und 
Ausbildung der Zell-Zell Kontakte kommt es schließlich zur Bildung tubulärer Fortsätze. 
Abschließend erfolgt die Generierung der Basalmembran und die Stabilisierung der neu 
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gebildeten Zell-Zell Kontakte durch Rekrutierung von glatten Muskelzellen und Perizyten 
(Abbildung 1.2) (Folkman, 1984). 
 
 
5.5.1 Endotheliales L1CAM erhöht die Transmigrationskapazität von Endothelzellen in vitro 
 
Die Zellmigration entsteht durch die dynamische Interaktion zwischen einer Zelle und dem 
umgebenden Substrat, wodurch eine direktionale Bewegung entlang eines Gradienten von 
löslichen, chemoattraktiven Stoffen erfolgt. Dabei kommt es zur Aktinpolymerisierung und 
Bildung von Zellausläufern in Migrationsrichtung, die durch Interaktionen von CAMs mit der 
EZM stabilisiert werden (Huttenlocher et al., 1995). Wie bewiesen werden konnte, zeigte das 
Pankreas Tumorgewebe eine stärkere Vaskularisierung und die Tumorendothelien exprimierten 
im Vergleich zu den Kontrollendothelien verstärkt L1CAM in situ. Da die Migration einen 
Teilprozess der Angiogenese darstellt, sollte untersucht werden, ob die stärkere Vaskularisierung 
im Pankreas Tumorgewebe in situ mit einer erhöhten Transmigrationskapazität der Pankreas 
Tumorendothelzellen in vitro korreliert ist. Die Analysen der basalen Transmigrationskapazität, 
d. h. ohne chemoattraktiven Stimulus, zeigten eine auf das 2fache gesteigerte 
Transmigrationskapazität der Tumorendothelzellen (PAMEC) im Vergleich zu den 
Kontrollendothelzellen (HUVEC) (Abbildung 4.20). Obwohl die PAMEC im Vergleich zu den 
HUVEC und HPMEC die niedrigste CXCR4 Expression zeigten (Abbildung 4.21), konnte auch 
bei der SDF-1β-vermittelten, chemotaktischen Migration der stärkste Anstieg der 
Transmigrationsrate für die PAMEC festgestellt werden. Die Transmigrationsrate der PAMEC 
war um 129% im Vergleich zu den HUVEC und um 44% im Vergleich zu den HPMEC 
gesteigert (Abbildung 4.23). 
Im Vergleich zu Endothelien in normalen Geweben verhalten sich Tumorendothelien stark 
abweichend. Tumorendothelzellen zeigen einen veränderten Phänotyp, der dem einer aktivierten 
Endothelzelle im inflammatorischen Zustand ähnelt. Dies äußert sich u. a. in einer veränderten 
Motilität des Tumorendothels (Engelhardt und Wolburg, 2004; Kawai et al., 2000). So wurde für 
Tumorendothelien unterschiedlicher Organherkünfte mehrfach eine erhöhte Migrationskapazität 
nachgewiesen. Charalambous et al. (2005) konnten belegen, dass aus Gehirntumoren isolierte 
Tumorendothelzellen eine verstärkte basale Migrationskapazität zeigen. Ebenfalls Grange et al. 
(2006) wiesen eine erhöhte Motilität für aus Brusttumoren isolierte Endothelzellen nach. 
Die CAM-vermittelten Zell-Zell und Zell-Matrix Adhäsionen spielen eine wichtige Rolle bei 
Migrations- und Proliferationsprozessen von Zellen (Crossin und Krushel, 2000; Juliano, 2002). 
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L1CAM kann auf verschiedenen Zellen die Migration fördern. Deshalb sollte ein möglicher 
Effekt von L1CAM auf die Migrationskapazität der Endothelzellen getestet werden. Des 
Weiteren sollte ein möglicher Einfluss der L1CAM Bindungspartner NRP-1 und β1 Integrin auf 
die Migrationskapazität der Endothelzellen untersucht werden. Durch Blockade der 
Transmigration mit L1CAM, NRP-1 und β1 Integrin spezifischen mAk konnten starke 
Inhibitionseffekte auf den Tumorendothelzellen bewirkt werden. Dabei bewirkte sowohl die 
Blockade von L1CAM als auch von den jeweiligen Bindungspartnern ähnlich starke 
Inhibitionen, die zwischen 41% und 48% lagen (Abbildung 4.24). Wie bereits beschrieben, 
stellen sowohl L1CAM als auch NRP-1 und β1 Integrin Proteine dar, die nach selektiver Bindung 
einen Migrations-fördernden Einfluss auf unterschiedliche Zellen haben (siehe Abschnitt 5.5). 
Die Daten zeigen, dass ebenfalls für die Transmigrationskapazität von Tumorendothelzellen 
sowohl L1CAM als auch NRP-1 und β1 Integrin wenigstens teilweise funktionell notwendig sind, 
beweisen aber gleichzeitig, dass die Migration auch noch über weitere, hier nicht untersuchte 
Parameter induziert werden kann.  
Sowohl in neuronalen als auch in Tumorzellen ist L1CAM an der Migration beteiligt. Eine 
erhöhte L1CAM Expression auf Tumorzellen führt zu einer verstärkten Motilität der Zellen auf 
EZM Proteinen und einer erhöhten Invasivität in vitro (Gast et al., 2005; Gavert et al., 2005; 
Meier et al., 2006; Shtutman et al., 2006). Durch Mutation von zwei zytoplasmatischen 
Aminosäuren von L1CAM kann die Migration und Invasion von Tumorzellen in vitro auf Ebene 
von L1CAM negativen Zellen reduziert werden. Lösliches L1CAM kann ebenfalls die 
Zellmigration stimulieren. Die Daten von Mechtersheimer et al. (2001) belegen, dass von der 
Zelloberfläche gespaltenes L1CAM durch autokrine oder parakrine Bindung an αvβ5 Integrin 
eine Erhöhung der Migration induzieren kann. Des Weiteren konnten Gutwein et al. (2005) eine 
Stimulation der Zellmigration durch Inkubation mit aus Aszitesflüssigkeit isoliertem löslichem 
L1CAM nachweisen. 
Andere Ig-CAMs konnten ebenfalls mit einer Migrations-fördernden Funktion in Verbindung 
gebracht werden. So ist NCAM funktionell wichtig für die Zellmigration von Neuronen während 
der Entwicklung des Nervensystems (Kiss et al., 2001; Povlsen et al., 2003; Walsh und Doherty, 
1997). Ebenfalls moduliert endothelial exprimiertes PECAM-1 die Endothelzellmigration. 
Verschiedene Autoren belegen eine Inhibition der Migration von PECAM-1 auf Endothelzellen 
in vitro (Schimmenti et al., 1992; Sheibani und Frazier, 1998). Allerdings konnten Gratzinger et 
al. (2003) nachweisen, dass PECAM-1 zwar die Einzelzellmigration in vitro blockiert, jedoch für 
die Migration von Endothelzellen während der Wundheilung in vivo notwendig ist. 
Für NRP-1 und β1 Integrin konnte ebenfalls ein Migrations-fördernder Einfluss nachgewiesen 
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werden. Wie zuvor beschrieben, fördert NRP-1 die Motilität von Tumorzellen. Es konnte 
bewiesen werden, dass NRP-1 in Tumorzellen, die keine Expression von VEGFR1 sowie 
VEGFR2 zeigten, die autokrine Funktion von VEGF und eine dadurch erhöhte Migration der 
Tumorzellen bewirkte (Bachelder et al., 2001; Bachelder et al., 2003; Soker et al., 1998). 
Das α2β1 und das α5β1 Integrin bewirken eine Migration von Endothelzellen in vitro und in vivo 
(Kim et al., 2000; Leavesley et al., 1993).  
Zusammenfassend lassen die Daten darauf schließen, dass L1CAM eine wichtige Rolle in 
Migrationsprozessen spielt, wie beispielsweise bei der Angiogenese durch Endothelzellen, sowie 




5.5.2 Interaktion von endothelialem L1CAM mit den Bindungspartnern NRP-1 und β1 Integrin 
in vitro 
 
Interaktionen von Bindungspartnern können verschiedene Prozesse in Zellen, wie beispielsweise 
Proliferation, Differenzierung, Apoptose, Zellzyklus sowie Adhäsion und Migration, modulieren. 
Die Interaktionen können dabei in cis, d. h. durch Ligation der Bindungspartner innerhalb der 
gleichen Zellmembran, oder in trans, d. h. durch Interaktion der Bindungspartner zwischen 
benachbarten Zellen bzw. Bindung eines löslichen Liganden, stattfinden. Diese Interaktionen 
können z. B. eine Konformationsänderung oder Aktivierung der bindenden Proteine bewirken, 
welches im Anschluss meist eine ins Zellinnere weitergeleitete Signalkaskade auslöst. Eine cis-
Interaktion konnte beispielsweise zwischen dem karzinoembryonalen Antigen 
Zelladhäsionsmolekül 1 (carcinoembryonic antigen cell adhesion molecule 1, CEACAM1) und 
β3 Integrin in der invasiven Front maligner Melanome nachgewiesen werden. Da eine erhöhte 
Migration eine notwendige Voraussetzung für Invasionsprozesse darstellt, spekulieren die 
Autoren auf eine Migrations-fördernde Rolle der cis-Bindung von CEACAM1 und β3 Integrin 
(Brummer et al., 2001). Um mögliche L1CAM Interaktionen mit den untersuchten 
Bindungspartnern festzustellen, wurde der Effekt einer additiven Inhibition der Transmigration 
von Endothelzellen untersucht. Eine nicht-additive Inhibition der Transmigration würde einen 
Hinweis für eine Interaktion zwischen L1CAM und dem jeweiligen Bindungspartner darstellen. 
Die Untersuchungen zeigten bei gleichzeitiger Inhibition von L1CAM und NRP-1 sowie 
L1CAM und β1 Integrin auf den Endothelzellen keine signifikante Erhöhung der 
Transmigrationsblockade (Abbildung 4.25 und 4.26).  
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Eine cis-Bindung von L1CAM und NRP-1 konnte bereits auf neuronalen Zellen nachgewiesen 
werden. Dabei kommt es zu einer Komplexbildung mit Plexin-A1 als dritte Komponente auf der 
Zelloberfläche in Wachstumskegeln von Axonen (Castellani et al., 2002). Des Weiteren konnten 
auch Thelen et al. (2002) nachweisen, dass eine Interaktion von L1CAM mit α5β1 Integrin zu 
einer erhöhten Migration von neuronalen Zellen in vitro führt.  
Die Ergebnisse lassen vermuten, dass eine Bindung von L1CAM an NRP-1 und/oder an β1 
Integrin ebenfalls eine Rolle bei Transmigrationsprozessen von Endothelzellen spielen könnte. 
Da es sich bei den Experimenten um eine Migration einzelner Zellen handelt, ist zu vermuten, 
dass die möglichen Interaktionen zwischen L1CAM und den Bindungspartner in cis erfolgen. 
Durch die Inhibition von L1CAM und dem Bindungspartner konnte jedoch keine vollständige 
Blockade der Transmigration bewirkt werden. Deshalb ist anzunehmen, dass die Migration 
zusätzlich über weitere, hier nicht untersuchte Parameter induziert werden kann, die als weitere 
Komponente in einem L1CAM/NRP-1 bzw. L1CAM/β1 Integrin Komplex oder unabhängig von 
diesen Komplexen wirken könnte.  
 
 
5.5.3 Endotheliales L1CAM erhöht die Angiogenesekapazität von Endothelzellen in vitro 
 
Ein weiterer wichtiger Prozess der Angiogenese ist die Bildung einer dreidimensionalen 
Gefäßstruktur, die im Anschluss an die Migration der Endothelzellen erfolgt. Endothelzellen sind 
in der Lage, Gefäß-ähnliche Strukturen in vitro auf unterschiedlichen Matrizes spontan 
auszubilden. Querschnitt-Analysen von diesen in vitro gebildeten tubulären Fortsätzen ergaben 
eine dreidimensionale Struktur der Fortsätze. Es bildete sich ein von Endothelzellen umgebenes 
Lumen aus. Die Interaktion der Endothelzellen erfolgt dabei über die Ausbildung von Protein-
Komplexen, vermittelt u. a. durch homophilische PECAM-1 Bindung, an den Zell-Zell 
Kontakten (cell-cell junctions) (Auerbach et al., 2003; Folkman und Haudenschild, 1980).  
Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Tumorendothelzellen eine erhöhte Migrationskapazität 
aufweisen und dass sowohl L1CAM als auch dessen Bindungspartner NRP-1 und β1 Integrin für 
die Transmigrationskapazität der Tumorendothelzellen funktionell notwendig sind, sollte geklärt 
werden, ob die Tumorendothelzellen auch eine erhöhte angiogenetische Kapazität aufweisen. 
Weiterhin sollte ein funktioneller Einfluss von L1CAM und dessen Bindungspartnern auf die 
angiogenetische Kapazität der Endothelzellen festgestellt werden.  
Die Untersuchungen ergaben eine selektive Erhöhung der Angiogenesekapazität der PAMEC um 
30% im Vergleich zu den HUVEC bzw. um 40% im Vergleich zu den HPMEC (Abbildung 4.27 
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A und B). Die Blockaden der Bildung tubulärer Fortsätze mittels L1CAM, NRP-1 und β1 
Integrin spezifischer mAk zeigten sowohl für L1CAM als auch für dessen Bindungspartner   
NRP-1 und β1 Integrin starke Inhibitionseffekte auf den Tumorendothelzellen. Dabei bewirkte 
die Blockade von L1CAM (72% Inhibition) die stärksten Effekte auf den Tumorendothelzellen 
(Abbildung 4.28 und 4.29). 
Bereits mehrere Autoren konnten für verschiedene Tumorendothelzellen eine erhöhte 
Angiogenese in vitro bestätigen. So zeigten Bussolati et al. (2003) eine erhöhte 
Angiogenesekapazität für Nieren Tumorendothelzellen in vitro. Auch Versuche mit aus 
Brustkarzinomen isolierten Tumorendothelzellen konnten diese Befunde bestätigen (Grange et 
al., 2006). 
 
Sowohl NRP-1 als auch β1 Integrin konnten als notwendige Faktoren für die Bildung tubulärer 
Fortsätze in vitro identifiziert werden. Murga et al. (2005) konnten durch siRNA knock-out von 
NRP-1 zeigen, dass NRP-1 essentiell notwendig für die Bildung tubulärer Fortsätze von HUVEC 
in vitro ist. Ebenso erwies sich α5β1 Integrin als ein notwendiger Faktor für die Bildung tubulärer 
Fortsätze in vitro (Bayless et al., 2000). Dabei könnten homophilische L1CAM Bindungen an 
den Kontaktstellen benachbarten Zellen wichtig sein, welche die Interaktionen der 
Endothelzellen bei der Ausbildung der dreidimensionalen Lumenstruktur verstärken. Aber auch 
heterophilische Bindungen von L1CAM mit einem der potentiellen Bindungspartner NRP-1 
und/oder β1 Integrin könnten für die Ausbildung der dreidimensionalen Lumenstruktur eine Rolle 
spielen. Andere Ig-CAMs wurden bereits mit einer funktionellen Rolle für die Bildung tubulärer 
Fortsätze in Verbindung gebracht. Sowohl PECAM-1 als auch ICAM-2 sind essentiell notwendig 
für die Bildung tubulärer Fortsätze von Endothelzellen in vitro. Dabei stellen die homophilischen 
PECAM-1 Bindungen an den Zellkontaktstellen einen wichtigen Faktor zur Stabilität der 
Lumenstruktur dar (Yang et al., 1999). 
Nachdem der Hinweis einer mögliche Interaktionen von endothelialem L1CAM mit NRP-1 bzw. 
β1 Integrin während der Transmigration von Endothelzellen festgestellt wurde, sollte die 
Relevanz einer möglichen L1CAM Interaktion mit diesen potentiellen Bindungspartnern für die 
Angiogenesekapazität der Endothelzellen untersucht werden.  
Die gleichzeitige Inhibition von L1CAM und NRP-1 sowie L1CAM und β1 Integrin auf den 
Endothelzellen bewirkte keine signifikante Erhöhung der Bildung tubulärer Fortsätze in vitro. 
Auch hier wurden die stärksten Inhibitionen auf den Tumorendothelzellen detektiert (Abbildung 
4.30 – 4.31). Ähnlich wie bei der Transmigration deuten diese Ergebnisse auf eine 
L1CAM/NRP-1 und/oder L1CAM/β1 Integrin Interaktion hin. Da auch in diesem System keine 
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vollständige Inhibition detektiert werden konnte, ist anzunehmen, dass ebenfalls die Bildung 
tubulärer Fortsätze über weitere, hier nicht untersuchte Parameter induziert werden kann, die als 
zusätzliche Komponente in einem L1CAM/NRP-1 bzw. L1CAM/β1 Integrin Komplex oder 
unabhängig von diesen Komplexen wirken könnte.  
Wie gezeigt werden konnte, induziert die Stimulation der Endothelzellen mit 
immunmodulatorischen Zytokinen eine Expressionssteigerung von L1CAM mit der stärksten 
L1CAM Expression auf den Tumorendothelzellen. Durch die dadurch erhöhte L1CAM Menge 
auf der Zelloberfläche kommt es zu einer Verdichtung der Zelloberflächenproteine. Es erhöht 
sich demnach die Wahrscheinlichkeit, dass L1CAM und die potentiellen Bindungspartner, d. h. 
NRP-1 und/oder β1 Integrin, in räumliche Nähe zueinander gelangen, wodurch eine spontane 
Interaktion zwischen L1CAM und den jeweiligen Bindungspartnern wahrscheinlicher wird. 
Diese Mechanismen könnten für eine L1CAM-vermittelte Verstärkung der Transmigrations- und 
Angiogenesekapazität der Tumorendothelzellen in vitro sprechen. 
Durch Imitation der Tumormikromilieus mit allogenem Pankreas Tumorgewebe-Lysat oder 
Panc1 Tumorzelllinien-Lysat konnte eine L1CAM Expressionssteigerung auf den 
Kontrollendothelzellen in vitro nachgewiesen werden. Weiterhin zeigten die Tumorendothelien 
eine hohe Transmigrations- und Angiogeneserate, welche deutlich über der Rate der 
Kontrollendothelien lag. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass die Expressionssteigerung von 
L1CAM auf den Tumorendothelzellen einen wichtigen Faktor für die Transmigrations- und 
Angiogenesekapazität in vitro darstellt. Die Imitation des Tumormikromilieus durch Zugabe von 
Tumorzelllinien-Lysat steigerte die Angiogeneserate von HUVEC um 40% (Abbildung 4.32). 
Eine Blockade von L1CAM und NRP-1 auf diesen Zellen bewirkte eine verstärkte Inhibitionen 
der Bildung tubulärer Fortsätze (Abbildung 4.33). Diese Ergebnisse bestätigen den Einfluss des 
Tumormikromilieus auf die Endothelzellen. Das Tumormikromilieu bewirkt eine Erhöhung der 
L1CAM Expression und zusätzlich der Angiogenesekapazität der Endothelzellen in vitro.  
 
 
5.6 Die Rolle von endothelialem L1CAM für Metastasierungsprozesse 
 
Wie nachgewiesen werden konnte, zeigte das Pankreas Tumorgewebe eine stärkere 
Vaskularisierung in situ. Die Tumorendothelzellen exprimierten im Vergleich zu den 
Kontrollendothelzellen verstärkt L1CAM in situ und in vitro. Weiterhin konnte belegt werden, 
dass die L1CAM Expressionssteigerung der HUVEC, HPMEC und PAMEC in vitro durch 
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Imitation des Tumormikromilieus mittels Tumorgewebe- bzw. Tumorzelllinien-Lysate induziert 
werden kann. Ebenso konnte die Hochregulation von endothelialem L1CAM in vitro durch 
Stimulation mit immunmodulatorischen Zytokinen induziert werden. Dabei zeigten die 
Tumorendothelzellen im Vergleich zu den Kontrollendothelzellen eine selektiv erhöhte 
Sensitivität gegenüber der Zytokinstimulation, was sich in einer deutlich stärkeren 
Expressionssteigerung von L1CAM äußerte. Die Tumorendothelzellen zeigten weiterhin eine 
selektiv erhöhte Migrations- und Angiogenesekapazität in vitro, welche deutlich über der Rate 
der Kontrollendothelzellen lag. Die Inhibition von L1CAM und dessen Bindungspartnern NRP-1 
und β1 Integrin verringerte die Migrations- und Angiogeneserate der Tumorendothelzellen in 
vitro.  
Das Wachstum eines Primärtumors ist aufgrund der Diffusionsgrenze auf eine Größe von 1-
2mm3 beschränkt. Ein weiteres Wachstum des Tumors geht mit einer Vaskularisierung des 
Tumorgewebes einher. Die dadurch lokal erhöhte Gefäßdichte des Gewebes bildet die Basis für 
die Infiltration der Tumorzellen in das Blut- bzw. Lymphgefäßsystem. Angiogenese ist somit 
eine notwendige Vorraussetzung für die Metastasierung von Primärtumoren.  
Eine L1CAM Expression von Tumorzellen ist mehrfach als ein relevanter Faktor für die 
Metastasierung der jeweiligen Tumorentitäten beschrieben worden. Dabei fördert eine erhöhte 
L1CAM Expression die Invasions- und Migrationskapazität von Tumorzellen und begünstigt 
dadurch die Metastasierung (Gast et al., 2005; Gavert et al., 2005; Gavert et al., 2007; Ohnishi et 
al., 1998). Weiterhin konnte durch histologische Untersuchungen von Brust-, Leber- und 
Lymphknotenmetastasen von Ovarial- und Kolonkarzinomen eine L1CAM Expression in situ 
nachgewiesen werden (Huszar et al., 2006). Bisher wurde jedoch nicht geklärt, welche Rolle 
endotheliales L1CAM bei der Metastasierung von Tumoren spielt.  
Der Prozess der Metastasierung lässt sich in eine Reihe sequentieller Schritte unterteilen. Initiiert 
wird die Metastasierung durch eine Invasion der Tumorzellen in das anliegende, nicht-maligne 
Gewebe. Dabei kommt es zu Veränderungen der CAM-vermittelten Zell-Zell und Zell-Matrix 
Adhäsion der Tumorzellen, zur proteolytischen Degradation des umliegenden Gewebes sowie 
zur erhöhten Motilität der Tumorzellen. Die Intravasation der Blut- bzw. Lymphgefäße durch 
Tumorzellen erfolgt meist in dünnwandigen Kapillaren, die den eindringenden Tumorzellen 
einen relativ geringen Widerstand bieten. Die Intravasation kann über eine CAM-vermittelte 
transendotheliale Migration erfolgen. Die meisten zirkulierenden Tumorzellen werden 
anschließend durch das Immunsystem detektiert und zerstört. Einige wenige Tumorzellen können 
jedoch an Gefäßwände von entfernt liegenden, sekundären Organen adhärieren und durch eine 
CAM-vermittelte Extravasation ins anliegende Gewebe gelangen. Durch Bildung eines 
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Wachstums-fördernden Mikromilieus entstehen dort Mikrometastasen. Für ein weiteres 
Wachstum der Mikrometastasen wird die Ausbildung eines vaskulären Netzwerkes benötigt. 
Diese Vaskularisierung schafft die Grundlage für eine weitere Sub-Metastasierung ausgehend 
von den Metastasen in sekundären Organen. Von Metastasen abgelöste Tumorzellen können 
dann wiederum erneut in das Blut- bzw. Lymphgefäßsystem infiltrieren und weitere Metastasen 
bilden (Abbildung 5.1) (Fidler, 2003; Mehlen und Puisieux, 2006; Steeg, 2006).  
Die Metastasierung in sekundäre Organe stellt kein zufälliges Muster dar, sondern scheint auf 
bestimmte sekundäre Organe gerichtet zu sein. Bereits 1889 formulierte Stephen Paget die „Seed 
and Soil“ Hypothese. Dabei stellt das Mikromilieu von unterschiedlichen Organen („soil“) einen 
wichtigen Unterscheidungsfaktor dar, der für eine selektive Bindung der metastasierenden 
Tumorzellen („seed“) an bestimmte Organe verantwortlich ist und weiterhin den Phänotyp der 
sich entwickelnden Metastasen beeinflusst. Beispielsweise zeigen Endothelzellen in 
unterschiedlichen Organen ein unterschiedliches Expressionsmuster an Zelloberflächenproteinen, 
wodurch es durch sequentielle Interaktionen der endothelialen Zelloberflächenproteine mit den 
jeweiligen Liganden von interagierenden Zellen zu gewebsspezifischen Adhäsionen und 
Transmigrationen kommen kann. Auch die Zusammensetzung von Wachstumsfaktoren und 
Zytokinen kann von Organ zu Organ unterschiedlich sein (Fidler, 2003). 
Die Adhäsion von Tumorzellen an mikrovaskuläre Gefäße und die anschließende Transmigration 
der Tumorzellen durch das Endothelzell-Monolayer sind wichtige sequentielle Schritte, die 
sowohl für die Intravasation der Tumorzellen in das Blut- bzw. Lymphgefäßsystem als auch für 
die Extravasation der zirkulierenden Tumorzellen in das angrenzende Gewebe des Zielorgans 
während der Metastasierung eine wichtige Rolle spielen. Dabei stellen die Adhäsion und die 
Transmigration der Tumorzellen spezifische und hoch selektive Prozesse dar, die hauptsächlich 
durch Selektine, Integrine und Ig-CAMs reguliert werden.  
Aufgrund ähnlicher CAM Expressionsprofile von Tumorzellen und Leukozyten postulieren 
verschiedene Autoren, dass die Mechanismen der Extravasation von Leukozyten auch als Model 
für die Extravasation von Tumorzellen angenommen werden kann (Bockhorn et al., 2007; Miles 
et al., 2008). Bei der Extravasation von im Blutgefäßsystem zirkulierenden Zellen spielen CAMs 
eine wichtige Rolle. Die Vorgänge der Extravasation können in einzelne sequentielle Schritte 
unterteilt werden. Nach der ersten Annäherung der Zelle erfolgt ein Selektin-vermitteltes Rollen 
der Zelle auf dem Zytokin-aktivierten Endothel, wodurch eine Verlangsamung der Zelle am 
Endothel bewirkt wird. Die Rollphase sorgt dabei mit den stark ausgeprägten 
Interaktionsmöglichkeiten für eine durch Chemokine ausgelöste Aktivierung beider 
Interaktionspartner. Durch eine verstärkte Bindung von Integrinen an die korrespondierenden 
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Abbildung 5.1: Der Prozess der Metastasierung besteht aus mehreren Phasen. Das Wachstum des Primärtumors 
erfolgt bis zu einer Größe von 1-2mm3. Ein weiteres Wachstum des Tumors geht einher mit einer starken 
Vaskularisierung des Tumorgewebes. Eine lokale Invasion von Tumorzellen in das umgebende Stroma führt zur 
Intravasation der Tumorzellen in das Blut- bzw. Lymphgefäßsystem. Die zirkulierenden Tumorzellen adhärieren an 
die Gefäßwände von entfernt liegenden Organen und gelangen durch Extravasation ins anliegende Gewebe. Durch 
Bildung eines Wachstums-fördernden Mikromilieus entstehen dort Mikrometastasen, die weiter proliferieren können 
und Angiogenese induzieren. Abgelöste Tumorzellen der Metastasen können dann erneut in das Blut- bzw. 
Lymphgefäßsystem infiltrieren und weitere Metastasen bilden (geändert nach Fidler, 2003).  
 
 
Die Adhäsionskapazität von Panc1 Tumorzellen an Tumorendothelzellen (PAMEC) in vitro 
(Abbildung 4.35 A und B) war im Vergleich zur Adhäsion an Kontrollendothelzellen signifikant 
gesteigert (HUVEC + 300%; HPMEC + 170%).  
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Der veränderte Phänotyp von Tumorendothelzellen äußert sich nicht nur in einer veränderten 
Motilität des Tumorendothels, sondern auch in veränderten Adhäsionseigenschaften. So konnten 
mehrere Autoren eine selektiv erhöhte Bindung von Lymphozyten und Natürlichen Killer (NK-) 
Zellen an Tumorendothelzellen nachweisen (Melder et al., 1996; Nummer et al., 2007; Salmi et 
al., 1995). Ebenso konnte eine selektiv erhöhte Adhäsion von Tumorzellen an Nieren 
Tumorendothelzellen nachgewiesen werden (Bussolati et al., 2003; Fonsato et al., 2006). Die 
nachgewiesene selektiv erhöhte Adhäsion der Panc1 Tumorzellen an das Pankreas 
Tumorendothel belegt eine selektiv verstärkte Interaktion der Tumorzellen mit dem 
Tumorendothel im Vergleich zum Kontrollendothel. Da die Adhäsion die erste Phase der 
Extravasation durch das Endothel darstellt, könnte diese selektiv erhöhte Adhäsion an das 
Tumorendothel die Wahrscheinlichkeit der Intravasation der Tumorzellen ins Blutgefäßsystem 
und der Extravasation der Tumorzellen in ein sekundäres Organ erhöhen.  
 
Die u. a. durch Zytokine hervorgerufene physiologische Expressionssteigerung von Ig-CAMs 
während einer Inflammation führt zu einem Tumorendothel-ähnlichen Phänotyp. Beispielsweise 
konnte eine erhöhte ICAM-1 und VCAM-1 Expression sowohl auf Tumorendothel, als auch auf 
inflammatorischem Endothel nachgewiesen werden. Demnach könnte die Adhäsion und 
Transmigration von Tumorzellen bevorzugt an Zytokin-aktivierte Endothelien stattfinden. Die in 
vitro durch TNF-α, IFN-γ und TGF-β1 bewirkte Expressionssteigerung von L1CAM auf den 
unterschiedlichen Endothelien (HUVEC, HPMEC und PAMEC) könnte folglich eine 
organspezifische Tumorzelladhäsion sowie -transmigration erleichtern, ähnlich wie unter 
inflammatorischen Bedingungen. Die Expressionsmuster der Ig-CAMs auf den Endothelzellen 
und den korrespondierenden Bindungspartnern auf den Tumorzellen könnten demzufolge u. a. 
regulatorische Funktionen für die organspezifische Tumorzelladhäsion und –transmigration 
besitzen.  
Um eine funktionelle Bedeutung des endothelialen L1CAM, bzw. seiner jeweiligen 
Bindungspartner nachzuweisen, wurden die jeweiligen Proteine selektiv mit einem mAk 
blockiert, bevor die Adhäsionskapazität erneut quantifiziert wurde.  
Die Adhäsion von Panc1 Tumorzellen an Endothelzell-Monolayer wurde sowohl durch L1CAM 
spezifische mAk als auch durch NRP-1 und β1 Integrin spezifische mAk inhibiert. Dabei wurde 
die Adhäsionskapazität an Tumorendothel im Vergleich zu Kontrollendothel deutlich stärker 
inhibiert. Die Antikörper induzierte Inhibition von L1CAM resultierte dabei in einer um 82% 




Verschiedene CAMs wurden bereits mit einer funktionellen Rolle für die Adhäsion von 
unterschiedlichen Zellen ans Endothel in Verbindung gebracht. Dabei wird die Adhäsion 
verschiedener Zellen ans Tumorendothel durch erhöhte Expressionsmengen von verschieden Ig-
CAMs, hauptsächlich ICAM-1 und VCAM-1, vermittelt (Campbell und Butcher, 2000; Jain et 
al., 1996).  
L1CAM konnte ebenfalls als notwendiges Protein für die Adhäsion identifiziert werden. So 
konnte eine essentielle Rolle von L1CAM bei der Zell-Zell Adhäsion von Neuronen 
nachgewiesen werden (Rathjen und Rutishauser, 1984). Stoeck et al. (2006) konnten weiterhin 
eine L1CAM-vermittelte Adhäsion von Ovarialkarzinomzellen an immobilisierte Mesothelzellen 
zeigen. Die Autoren konnten nachweisen, dass diese L1CAM-vermittelte Adhäsion über eine 
trans Bindung an NRP-1 erfolgt. Die Expression von L1CAM in verschiedenen Karzinomen 
korreliert mit der Tumorprogression und Metastasierung (Fogel et al., 2003b), was u. a. durch 
eine L1CAM-vermittelte Adhäsion und Migration der Tumorzellen induziert wird (Beer et al., 
1999; Felding-Habermann et al., 1997; Montgomery et al., 1996).  
Die Bindungspartner von L1CAM (NRP-1 und β1 Integrin) konnten zusätzlich als notwendige 
Faktoren für die Adhäsion von Zellen identifiziert werden. Murga et al. (2005) belegten, dass 
NRP-1 die Adhäsion von Endothelzellen an Proteine der EZM fördert. Weiterhin konnte gezeigt 
werden, dass NRP-1 für die Bindung von dendritischen Zellen an T-Zellen notwendig ist 
(Tordjman et al., 2002).  
Wie zuvor beschrieben, spielt β1 Integrin, eine wichtige Rolle bei der Adhäsion von Leukozyten 
an aktiviertes Endothel. Dabei stellt es, exprimiert auf der adhärierenden Zelle, den 
Hauptbindungspartner von endothelialem VCAM-1 dar. Allerdings konnten Price et al. (1996) 
nachweisen, dass die Expression von β1 Integrin auf Tumorzellen und Endothelzellen funktionell 
notwendig für die Adhäsion von Tumorzellen an Endothelzellen in vitro ist.  
Durch Vorinkubation der Tumor- bzw. Endothelzellen konnte weiterhin analysiert werden, auf 
welchen Zellen die Expression von L1CAM und dessen Bindungspartnern eine funktionelle 
Wirkung für die Adhäsion von Tumorzellen an Endothelzellen in vitro hat. Die Ergebnisse 
belegen eine selektiv erhöhte funktionelle Wirkung von L1CAM und β1 Integrin auf den 
Tumorendothelzellen und von NRP-1 sowohl auf den Tumorendothelzellen als auch auf den 
Panc1 Tumorzellen (Abbildung 4.38 und 4.39).  
Die Daten zeigen, dass auch für die Adhäsionskapazität von Tumorendothelzellen an 
Endothelzellen sowohl L1CAM als auch NRP-1 und β1 Integrin auf den Endothelzellen 
wenigstens teilweise funktionell notwendig sind, beweisen aber gleichzeitig, dass die Adhäsion 
auch noch über weitere, hier nicht untersuchte Parameter induziert werden kann. Weiterhin 
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lassen die Ergebnisse vermuten, dass eine trans Interaktion von endothelialem L1CAM an   
NRP-1, exprimiert auf den Tumorzellen, eine Rolle bei der Adhäsion von Tumorzellen an 
Endothelzellen in vitro spielen könnte.  
Bei der Transmigration durch das Endothel beginnt die adhärierende Zelle zunächst Ausläufer zu 
bilden, die zwischen die Zell-Zell Kontakte der Endothelzellen hineinragen und durch Bindung 
von endothelialem ICAM-1 an das Makrophagen Antigen 1 (macrophage antigen, MAC1) 
stabilisiert werden. Diese ICAM-1/MAC1 Bindung löst eine Signalkaskade in den 
Endothelzellen aus, die letztlich zu einer Kontraktion der Endothelzellen führt. Dadurch öffnen 
sich die Zell-Zell Kontakte der Endothelzellen und die adhärierte Zelle kann parazellulär, d. h. 
zwischen den zwei benachbarten Endothelzellen, transmigrieren. Eine weitere Vorraussetzung 
für eine erfolgreiche Transmigration ist eine Umverteilung von endothelialen 
Adhäsionsproteinen der Zell-Zell Kontakte. Migrations-hemmende Proteine, wie beispielsweise 
das vaskuläre endotheliale Cadherin (vascular endothelia cadherin, VE-Cadherin), werden aus 
den Zell-Zell Kontakten entfernt. Gleichzeitig werden Migrations-fördernde endotheliale Ig-
CAMs, wie beispielsweise PECAM-1, JAM-A (junctional adhesion molecule-A), ICAM-1 und 
ICAM-2, vermehrt an die luminale Oberfläche der Endothelzellen rekrutiert. Durch Bindung 
dieser Proteine mit den korrespondierenden Bindungspartnern der transmigrierenden Zelle 
kommt es schließlich zu einer parazellulären Transmigration (Ley et al., 2007). 
Es wurde die basale transendotheliale Migrationskapazität von Panc1 Tumorzellen getestet. Die 
Ergebnisse zeigen, dass die basale transendotheliale Migration von Panc1 Tumorzellen durch 
Tumorendothelzellen (PAMEC) in vitro (Abbildung 4.45) im Vergleich zur transendothelialen 
Migration durch Kontrollendothelzellen signifikant gesteigert war (HUVEC + 65%; HPMEC + 
35%). Die nachgewiesene, selektiv erhöhte transendotheliale Migration der Panc1 Tumorzellen 
durch das Pankreas Tumorendothel könnte, neben der selektiv erhöhten Adhäsion von Panc1 
Tumorzellen an Tumorendothel, ebenfalls zu einer erhöhten Intravasation der Tumorzellen ins 
Blutgefäßsystem sowie einer erhöhten Extravasation der Tumorzellen in ein sekundäres Organ 
führen. 
Um die funktionelle Relevanz von L1CAM und dessen Bindungspartnern für die 
transendotheliale Migration von Tumorzellen zu testen, wurden Transmigrationstests durch 
Tumor- und Kontrollendothel durchgeführt, bei denen L1CAM und dessen Bindungspartner 
NRP-1 und β1 Integrin durch spezifische mAk in ihrer Bindungskapazität inhibiert wurden. 
Durch Vorinkubation der Tumor- bzw. Endothelzellen konnte analysiert werden, auf welchen 
Zellen die Expression von L1CAM und dessen Bindungspartnern eine funktionelle Wirkung für 
die transendotheliale Migration von Tumorzellen durch Endothelzell-Monolayer in vitro hat. Die 
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Ergebnisse belegen eine selektiv erhöhte funktionelle Wirkung von L1CAM, NRP-1 und β1 
Integrin auf den Tumorendothelzellen. Dabei resultierte die Antikörperblockade von L1CAM in 
einer um 63% verminderten transendothelialen Migration der Tumorzellen durch PAMEC-
Monolayer (Abbildung 4.43). Die Vorinkubation der Tumorzellen mit den L1CAM, NRP-1 und 
β1 Integrin spezifischen mAk zeigte nur für β1 Integrin eine signifikante Inhibition der 
transendothelialen Migration durch HUVEC-Monolayer (Abbildung 4.44). 
Wie zuvor beschrieben, spielen eine Reihe verschiedener Ig-CAMs eine funktionell wichtige 
Rolle bei der parazellulären Transmigration von Zellen durch Endothel. Die Ig-CAMs    
PECAM-1, JAM-A, ICAM-1 und ICAM-2 werden vermehrt an die luminale Oberfläche der 
Endothelzellen rekrutiert, um dort mit den jeweils korrespondierenden Bindungspartnern der 
transmigrierenden Zelle interagieren zu können.  
Mehrere Autoren konnten beweisen, dass L1CAM ebenfalls funktionell wichtig für die 
transendotheliale Migration von Tumorzellen ist. So konnten Voura et al. (2001) nachweisen, 
dass L1CAM eine wichtige Rolle bei der transendothelialen Migration von Melanom Zellen 
durch HPMEC-Monolayer in vitro spielt. Die Autoren konnten belegen, dass L1CAM dabei auf 
den Endothelzellen exprimiert sein muss. Weiterhin konnten sie eine Bindungsinteraktion von 
endothelialem L1CAM mit αvβ3 Integrin während der transendothelialen Migration nachweisen. 
Ebenfalls Zecchini et al. (2008) konnten belegen, dass L1CAM bei der transendothelialen 
Migration von Ovarialkarzinomzellen durch HUVEC-Monolayer in vitro notwendig ist.  
Das β1 Integrin konnte als notwendiger Faktor für die transendotheliale Migration von 
Neutrophilen durch Endothelzell-Monolayer in vitro identifiziert werden (Scholz et al., 2004). 
Für NRP-1 konnte in dieser Arbeit erstmalig eine funktionelle Rolle für die transendotheliale 
Migration in vitro nachgewiesen werden. Da durch die Inhibitionen von L1CAM und NRP-1 
jedoch keine komplette Inhibition der transendothelialen Migration in vitro bewirkt werden 
konnte, ist anzunehmen, dass die transendothelialen Migration in vitro zusätzlich von weiteren, 
hier nicht untersuchten Parametern abhängig ist.  
Zusammenfassend lassen die Daten darauf schließen, dass L1CAM eine wichtige Rolle während 
der Adhäsion und transendothelialen Migration spielt. Dies könnte sowohl verschiedene Prozesse 
der Metastasierung, als auch eine Infiltration immunologischer Zellen in Tumorgewebe fördern. 
Weiterhin ist darauf hinzuweisen, dass die möglichen Rolle von L1CAM für sequentielle 
Prozesse der Metastasierung nur in vitro analysiert wurde. Zusätzliche in vivo Untersuchungen 





5.7 Die L1CAM Expression auf regulatorischen T-Zellen 
 
Wie Tregs funktionieren, wie sie migrieren und in vielen Tumorgeweben akkumulieren, wurde 
bisher kaum untersucht (Curiel et al., 2004; Huehn et al., 2004). Einige Autoren beschreiben die 
Expression von Chemokinrezeptoren und CAMs auf Tregs als Möglichkeit, direkt in induziertes 
Gewebe durch aktiviertes Endothel zu migrieren (Annunziato et al., 2002; Belkaid et al., 2002; 
Bystry et al., 2001; Iellem et al., 2003; Sakaguchi, 2002). Das CAM-Expressionsmuster der 
Tregs ist dabei ein wichtiger Faktor, so dass es durch erhöhte Interaktionen der Tregs mit dem 
Tumorendothel zu einer Anreicherung der Tregs im Tumorgewebe kommt (Nummer et al., 2007; 
Wildbaum et al., 2000). Nummer et al. (2007) berichten von einer erhöhten Treg Infiltration in 
Pankreas Tumorgewebe in situ. Dabei konnten die Autoren die erhöhte Infiltration der Tregs in 
Pankreas Tumorgewebe mit einer erhöhte CAM Expression der Tregs korrelieren. Gleichzeitig 
zeigte auch das Tumorendothel eine Expressionssteigerung der jeweiligen korrespondierenden 
Bindungspartner, wie beispielsweise ICAM-1 und VCAM-1.  
Die durchflusszytometrischen Untersuchungen von aus humanem peripheren Blut isolierten 
CD4+CD25- Tkon (Kontroll T–Zellen) Zellen und CD4+CD25+ Treg (regulatorische T–Zellen) 
Zellen in vitro zeigten, dass 46,3% der CD4+CD25+FoxP3+ identifizierten Tregs auch L1CAM 
exprimierten (Abbildung 4.47 A).  
Eine L1CAM Expression auf murinen CD4+ T-Zellen konnte bereits nachgewiesen werden 
(Kowitz et al., 1992). Die Expression von L1CAM auf regulatorischen T-Zellen ist bisher noch 
nicht beschrieben worden. Die Expression von L1CAM auf Tregs könnte mit auf Tumorendothel 
exprimiertem L1CAM über eine homophilische Bindung interagieren. Diese möglichen 
Interaktionen könnten zu einer selektiv verstärkten Adhäsion und anschließenden Transmigration 
der Tregs und somit zu einer verstärkten Infiltration ins Tumorgewebe führen. 
 
Die Expressionsstärken der L1CAM Bindungspartner NRP-1 und β1 Integrin wurden in dieser 
Arbeit nicht getestet. Eine NRP-1 Expression auf Tregs wurde bereits mehrfach nachgewiesen 
(Battaglia et al., 2008; Sarris et al., 2008). Dabei konnten Sarris et al. (2008) zeigen, dass die 
NRP-1 Expression auf Tregs die Interaktion von Tregs mit ungereiften dendritischen Zellen 
verstärkt. Die erhöhte L1CAM Expression des Tumorendothels könnte demnach zu einer 
L1CAM/NRP-1 Interaktion führen. Dies könnte eine selektiv verstärkte Adhäsion und 
anschließende Transmigration von Tregs fördern, was letztlich eine selektive Rekrutierung von 




Auf T-Zellen wird ebenfalls β1 Integrin exprimiert (Groux et al., 1989; Hollsberg et al., 1993). 
Weiterhin konnte eine β1 Integrin Expression auch auf Tregs nachgewiesen werden (Hiura et al., 
2005; Stassen et al., 2004). Die β1 Integrin Expression von Tregs könnte ebenfalls zu einer 
selektiv verstärkten Adhäsion und anschließenden Transmigration der Tregs und somit zu einer 
verstärkten Infiltration ins Tumorgewebe führen. Dabei könnte die Interaktion über die zuvor 
beschrieben VLA-4/VCAM-1 Interaktion zu einer selektiven Rekrutierung der Tregs zum 
Tumorendothel führen. Weiterhin könnte diese Rekrutierung auch durch eine L1CAM/β1 Integrin 
Interaktion unterstützt werden. 
 
 
5.8 Die selektive Adhäsion von Tregs an Tumorendothel in vitro 
 
Die veränderten Mechanismen der CAM-, Zytokin- und Chemokinregulation resultieren in 
geänderten Adhäsionseigenschaften von T-Zellen (Loetscher et al., 2000). Dabei wird die 
Adhäsion durch Aktivierung verschiedener CAMs und deren Bindung an die korrespondierenden 
Bindungspartner vermittelt (Roth et al., 1995).  
Die quantitative Adhäsionskapazität von Tregs an Tumorendothelzellen (PAMEC) in vitro 
(Abbildung 4.48) war im Vergleich zur Adhäsion an Kontrollendothelzellen (HUVEC) um 90% 
gesteigert. Wie zuvor beschrieben, konnten bereits mehrere Autoren eine selektiv erhöhte 
Bindung von Lymphozyten an Tumorendothel nachweisen (Melder et al., 1996; Nummer et al., 
2007; Salmi et al., 1995). Die nachgewiesene selektiv erhöhte Adhäsion von Tregs an das 
Pankreas Tumorendothel belegt eine selektiv verstärkte Interaktion der Tregs mit dem 
Tumorendothel im Vergleich zum Kontrollendothel. Da die Adhäsion die erste Phase der 
Extravasation durch das Endothel darstellt, könnte diese selektiv erhöhte Adhäsion an das 
Tumorendothel die Wahrscheinlichkeit der Extravasation der Tregs ins Tumorgewebe erhöhen.  
Da sich die Tumorendothelzellen im Vergleich zu den Kontrollendothelzellen durch eine 
verstärkte Expression von L1CAM auszeichneten, ist anzunehmen, dass die Expression der 
jeweiligen Bindungspartner NRP-1 und β1 Integrin auf den Tregs eine Rolle bei der Vermittlung 
dieser Adhäsionssteigerung spielen. Die L1CAM Expression der Tregs könnte ebenfalls zu der 
Adhäsionssteigerung durch homophilische Interaktionen mit endothelialem L1CAM beitragen. 
Um die funktionelle Relevanz von L1CAM und dessen Bindungspartnern NRP-1 und β1 Integrin 
bei der transendothelialen Migration von Tregs durch Endothel zu untersuchen, wurden 
Transmigrationstests durchgeführt, bei denen die jeweiligen Proteine durch spezifische 
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blockierende mAk in ihrer Bindungskapazität in vitro inhibiert wurden.  
Die Adhäsion von Tregs an Tumorendothel in vitro wurde sowohl durch L1CAM spezifische 
mAk als auch durch NRP-1 und β1 Integrin spezifische mAk inhibiert. Die Adhäsion von Tregs 
an Kontrollendothel zeigte keine Inhibition durch den L1CAM spezifischen mAk, als auch durch 
NRP-1 und β1 Integrin spezifische mAk. Dabei resultierte die Antikörper induzierte Inhibition 
von L1CAM in einer um 38% verminderten Adhäsionskapazität der Tumorzellen an 
Tumorendothelzellen im Vergleich zur Isotyp Kontrolle (Abbildung 4.49).  
Bereits Nummer et al. (2007) konnten beweisen, dass Tregs eine selektive Verstärkung der 
Adhäsion an Pankreas Tumorendothel im Vergleich zu Bindung an Kontrollendothel zeigen. Die 
Autoren konnten weiterhin eine verstärkte Expression von ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1 und 
CD166 auf den Tumorendothelien nachweisen. Gleichzeitig waren die jeweiligen 
korrespondierenden Liganden, LFA-1, β7 Integrin, CD166 und CD6, auf den Tregs verstärkt 
exprimiert. Die Daten von Nummer et al. (2007) sowie die Ergebnisse dieser Arbeit belegen, 
dass für die Adhäsionskapazität von Tregs an Tumorendothelzellen in vitro sowohl L1CAM als 
auch NRP-1 und β1 Integrin auf den Endothelzellen wenigstens teilweise funktionell notwendig 
sind. Weiterhin ist jedoch anzunehmen, dass die Adhäsion auch noch über weitere, hier nicht 
untersuchte Parameter induziert werden kann. 
 
 
5.9 Die selektive transendotheliale Migration von Tregs durch 
Tumorendothel in vitro 
 
Die Adhäsion der Tregs an das Tumorendothel bestimmt nur die erste Phase der Transmigration. 
Sie ist notwendig, aber nicht hinreichend für die nachfolgende transendotheliale Migration. Nicht 
alle am Endothel adhärierenden Zellen werden ausreichend aktiviert, um eine transendotheliale 
Migration durchzuführen. Um das Migrationsverhalten der Tregs zu untersuchen, wurden 
transendotheliale Migrationstests durchgeführt. Zunächst benötigen die migrierenden Zellen in 
einem in vitro Ansatz einen chemotaktischen Gradienten, der es den Zellen ermöglicht, durch 
Aktivierung die endotheliale Barriere zu überwinden. Dabei bietet sich SDF-1β (stromal derived 
factor-1β) als physiologisch vorkommendes chemotaktisches Molekül an. Die in vitro 
transendothelialen Migrationsversuche zeigten zunächst, dass die basale Transmigration von 
Endothelzellen (Kontrolle) sehr gering war. Somit konnten spätere Effekte nahezu selektiv auf 
die T-Zell Migration zurückgeführt werden.  
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Die quantitative transendotheliale Migrationskapazität von Tregs durch Tumorendothel 
(PAMEC) in vitro war im Vergleich zur transendothelialen Migrationskapazität von Tregs durch 
Kontrollendothel (HUVEC) um 65% gesteigert (Abbildung 4.50). Die nachgewiesene, selektiv 
erhöhte transendotheliale Migration der Tregs durch das Pankreas Tumorendothel im Vergleich 
zum Kontrollendothel könnte, neben der selektive erhöhten Adhäsion von Tregs an 
Tumorendothel, ebenfalls zu einer selektiv erhöhten Extravasation der Tregs ins Pankreas 
Tumorgewebe führen. 
Da die Endothelien zuvor mit TNF-α aktiviert wurden, ist es wahrscheinlich, dass die TNF-α 
Stimulation eine Aktivierung der Ig-CAM Expression der Tumorendothelzellen bewirkt (Galkina 
et al., 2003). Wie zuvor gezeigt werden konnte, bewirkte die TNF-α Aktivierung der 
Endothelzellen auch eine Expressionssteigerung von L1CAM. Die regulatorischen T-Zellen 
könnten durch die gesteigerte Expressionsdichte besser mit den Endothelien interagieren, was zu 
einer gesteigerten transendotheliale Migration führen könnte und auch die gesteigerte Adhäsion 
erklären würde. 
Um die funktionelle Relevanz von L1CAM bei der transendothelialen Migration von Tregs durch 
Endothel in vitro zu testen, wurden Transmigrationstests durchgeführt, bei denen L1CAM durch 
einen spezifischen blockierenden mAk in der Bindungskapazität inhibiert wurde. Dabei 
resultierte die Antikörper induzierte Inhibition von L1CAM in einer signifikant verminderten 
transendothelialen Migration der Tregs durch Tumorendothel (Abbildung 4.51).  
Wie zuvor beschrieben, spielen eine Reihe verschiedener Ig-CAMs eine funktionell wichtige 
Rolle bei der parazellulären Transmigration von Zellen durch Endothel. Ebenfalls wurde zuvor 
erläutert, dass L1CAM eine funktionelle Rolle für die transendotheliale Migration von 
Tumorzellen zugewiesen werden konnte. Da durch die Inhibitionen von L1CAM jedoch keine 
komplette Inhibition der transendothelialen Migration in vitro bewirkt werden konnte, ist 
anzunehmen, dass die transendotheliale Migration in vitro zusätzlich über von weiteren, hier 
nicht untersuchten Parametern, abhängig ist. Mit der Blockade von L1CAM könnte eine 
selektive Treg-Infiltrationsinhibition bei der Infiltration in Tumorgewebe erreicht werden.  
 
Wie Nummer et al. (2007) zeigen konnten, erfolgt eine selektive Infiltration regulatorischer T-
Zellen in humanes Pankreaskarzinomgewebe in vivo. Neben der Suppression von T-Zellen 
(Miyara und Sakaguchi, 2007), ist die Expression und Sezernierung von verschiedenen 
Zytokinen eine weitere funktionelle Aufgabe von Tregs. Dabei sind TGF-β und IL-10 die beiden 
wichtigsten Zytokine die von Tregs exprimiert und sezerniert werden. Die erhöhte Infiltration 
von Tregs ins Tumorgewebe sowie die anschließende mögliche Sezernierung verschiedener 
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Zytokine durch Tregs stellen weitere Faktoren dar, durch die das Tumormikromilieu verändert 
wird.  
Es wurden transendotheliale Migrationstests durchgeführt, bei denen anstelle des 
chemoattraktiven Moleküls SDF-1β unterschiedliche Konzentrationen von Tkon und Treg Zellen 
in die untere Transmigrationskammer hinzugefügt wurden. Die sekretierten Zytokine der Tkon 
und Treg Zellen sollten hierbei die Transmigration stimulieren. Die Zugabe von Tregs bewirkte 
eine signifikante Erhöhung der transendothelialen Migration von Panc1 Tumorzellen durch 
HUVEC-Monolayer im Vergleich zur Stimulation der transendothelialen Migration mit Tkon 
(Abbildung 4.52). Um zu analysieren, ob in diesem System TGF-β1, als möglicher sezernierter 
Faktor der Tregs, einen stimulierenden Einfluss auf die transendotheliale Migrationskapazität der 
Panc1 Tumorzellen hat, wurde in einem weiteren Experiment TGF-β1 als Stimulus in die untere 
Transmigrationskammer hinzugefügt. Die Ergebnisse belegen eine signifikante Erhöhung der 
transendothelialen Migration von Panc1 Tumorzellen bei Verwendung von TGF-β1 als 
singulären Stimulus (Abbildung 4.53). Durch Verwendung von TGF-β1 als Stimulus auf die 
Transmigration von Panc1 Tumorzellen durch Gelatine, konnte ein direkter Einfluss des 
Zytokins auf die Panc1 Tumorzellen ausgeschlossen werden (Abbildung 4.54).  
Die Aktivierung von Endothelzellen durch TGF-β1 hat eine Veränderung der Ig-CAM 
Expression zur Folge (Enenstein et al., 1992; Koch et al., 1991; Szekanecz et al., 1995). Wie 
zuvor in dieser Arbeit erläutert wurde, bewirkt die Stimulation von Endothelzellen mit TGF-β1 
auch eine Erhöhung der L1CAM Expression in vitro. Dabei zeigten die mit TGF-β1 stimulierten 
Tumorendothelzellen eine selektiv verstärkte L1CAM Expression in vitro. Demnach könnten 
infiltrierende regulatorischen T-Zellen durch die Sezernierung von TGF-β1 einen weiteren 
Stimulus im Tumorgewebe freisetzen, der zu einer verstärkten Aktivierung des Tumorendothels 
und damit als Folge zu einer L1CAM-vermittelten erhöhten transendothelialen Migration von 
Tumorzellen führen könnte. Diese Daten liefern erste Hinweise darauf, dass eine direkte 
Stimulation der Endothelzellen und nicht der Tumorzellen durch Treg-sezerniertes TGF-β1 eine 
erhöhte transendotheliale Migration der Panc1 Tumorzellen bewirkt. Diese Mechanismen 











Das Zelladhäsionsmolekül L1CAM wird neben Neuronen und verschiedenen hämatopoetischen 
Zellen auch von Endothelzellen exprimiert. In einigen Tumoren korreliert die Expression von 
L1CAM mit einer schlechten Prognose für die betroffenen Patienten.  
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Pankreas Tumorgewebe sich im Vergleich zu 
peritumoralem nicht-malignen Pankreasgewebe durch erhöhte Vaskularisierung sowie durch eine 
selektiv erhöhte endotheliale L1CAM Expression unterscheidet. Neben dem nachweislich pro-
angiogenen Mikromilieu des Pankreas Tumorgewebes könnten immunmodulatorische Zytokine, 
wie TNF-α, IFN-γ und TGF-β1, als mögliche Induktoren der gesteigerten L1CAM Expression 
funktionell wichtig sein.  
Die erhöhte L1CAM Expression korrelierte mit der endothelialen Ausbildung tubulärer Fortsätze 
und mit verstärkten Adhäsions- und Migrationskapazitäten der Endothelzellen, welche 
funktionell durch L1CAM spezifische mAk blockiert werden konnten.  
Die spezifische Blockade von L1CAM auf Kontroll- und Tumorendothel bestätigte eine 
funktionelle Rolle von L1CAM an der selektiv gesteigerten Tumorzelladhäsion und                      
–transmigration durch Tumorendothel. Die gesteigerte transendotheliale Migration der 
Tumorzellen ging mit der selektiv bei Tumorendothel gesteigerten Treg Transmigration einher. 
Innerhalb der genanten Prozesse konnten die heterophilischen L1CAM Liganden NRP-1 und β1 
Integrin als notwendige Bindungspartner identifiziert werden. Das durch imitiertes 
Tumormikromilieu geänderte Expressionsmuster des Tumorendothels induziert einen selektiven 
Transmigrationsvorteil für singuläre Tumorzellen und funktionell aktive regulatorische T-Zellen, 
welche im Pankreas Tumorgewebe in situ stark angereichert vorzufinden waren.  
Folglich könnte L1CAM eine essentielle Rolle bei der Etablierung einer Frühmetastase, sowie 
der zellulären Komposition des Tumorgewebes zukommen. 
Durch gezielte Blockade von L1CAM und dessen Bindungspartnern NRP-1 und β1 Integrin 
mittels blockierender mAk könnte eine Tumorendothel-spezifische Inhibition der Migration und 
Bildung tubulärer Fortsätze erzielt werden. Ebenso die Zelladhäsion und –transmigration von 
Tumorzellen und regulatorischen T-Zellen durch Tumorendothel könnte durch gezielte Blockade 
von L1CAM und dessen Bindungspartnern NRP-1 und β1 Integrin inhibiert werden. Dieser 
therapeutische Ansatz könnte zukünftig im Tumorgewebe zu einer Inhibition der 
Vaskularisierung, einer Blockade von Metastasierungsprozessen sowie einer Inhibition einer 
Treg-selektiven Infiltration ins Pankreas Tumorgewebe verwendet werden. Allerdings ist zu 
bedenken, dass die in dieser Arbeit getesteten funktionellen Eigenschaften von L1CAM und 
DISKUSSION 
 148 
dessen Bindungspartnern NRP-1 und β1 Integrin nur mittels blockierender mAk analysiert wurde. 
Die Wirkungsweise dieser blockierenden mAk ist bislang noch nicht geklärt. Zusätzliche in vitro 
Untersuchungen mit Hilfe anderer Methodiken, wie beispielsweise siRNA knock-out 







°C Grad Celsius 
µl Mikroliter 
Abb. Abbildung 
ADAM Disintegrin und Metalloprotease (a disintegrin and metalloproteinase) 
APC Allophycocyanin 
APS Ammoniumperoxodisulfat 
bFGF basaler Fibroblasten Wachstumsfaktor (basic fibroblast growth factor) 
bp Basenpaar 
BSA bovines Serumalbumin 
bzw. beziehungsweise 
ºC Grad Celsius 
ca. zirka 
CAM Zelladhäsionsmolekül (cell adhesion molecule) 
CD Differenzierungsgruppe (cluster of differentiation) 
CFSE Carboxyfluorescein Succinimidylester 
cm Zentimeter 
CO2 Kohlendioxid 




d Tage (days) 
d. h.  das heißt 
DAPI 4',6-Diamidino-2-phenylindol 
ddH2O doppelt destilliertes Wasser 
DKFZ Deutsches Krebsforschungszentrum 





ECBM Endothelzell Basal Medium (endothelial cell basal medium) 
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ECGS Endothelzell Wachstumssupplement (endothelial cell growth 
supplement) 
ECL enhanced chemiluminescence 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
ELISA Enzyme linked immunosorbent assay 
ESA Epithel Oberflächenantigen (epithelial surface antigen) 
et al. et alii 
EZM Extrazelluläre Matrix 
EZBM Endothelzell Basal Medium 
FACS™ Fluoreszenz-aktivierte Zellseparation (fluorescence-activated cell 
sorter) 
Fc Fragment crystallisable 
Fe2O3 Eisen(III)-oxid 
Fe3O4 Eisen(II, III)-oxid 
FGFR Fibroblasten-Wachstumsfaktor Rezeptor (fibroblast growth factor 
receptor) 
FITC Fluoresceinisothiocyanat 
FKS fötales Kälberserum 




h Stunden (hours) 
H2O Wasser 
HEK293 Humane embryonale Nierenzellen (human embryonic kidney cells) 
HGF Hepatozyten-Wachstumsfaktor (hepatocyte growth factor) 
HPMEC humane mikrovaskuläre Lungen Endothelzellen (human pulmonary 
microvascular endothelial cells) 
HUVEC humane makrovaskuläre Nabelschnur Endothelzellen (human umbilical 
vein endothelial cells) 
HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazin Ethansulfonsäure 
HLA humanes Leukozytenantigen (human leukocyte antigen) 
















MAC1 Makrophagen Antigen 1 (macrophage antigen1) 
MACS Magnetic activated cell sorter 
mAk monoklonaler Antikörper 






MPC magnetic particle concentrator 
mRNA Boten-Ribonukleinsäure (messenger ribonucleinacid) 
MS Multiple Sklerose 
MW Mittelwert 
MVB multivesicular body 
n Anzahl der durchgeführten Versuche 
NaCl Natriumchlorid 




OD Optische Dichte 
PB peripheres Blut 
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PBMZ periphere Blut mononukleäre Zellen  
PBS Phosphat-gepufferte Salzlösung (phosphate buffered saline) 
PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction) 
PDGF Blutplättchen abgeleiteter Wachstumsfaktor (platelet derived growth 
factor) 
PlGF Plazenta Wachstumfaktor (placental growth factor) 
PVDF Polyvinylidene Difluorid 
PE R-Phycoerythrin 
PFA Paraformaldehyd 
pH potentia hydrogenii 
PI Propidiumiodid 
RIP regulierte intramembrane Proteolyse (regulated intramembrane 
proteolysis) 
RNA Ribonukleinsäure 
rpm Umdrehungen pro Minute (rounds per minute) 
RPMI 1640 Roswell Park Memorial Institute 1640  
RT Raumtemperatur 
RT-PCR Reverse-Transkriptase-Kettenreaktion (reverse transcriptase 
polymerase chain reaction) 
sec Sekunden 
SDF-1β Stromazellen Faktor-1β (stromal cell-derived factor-1β) 
SDS Natriumdodezylsulfat (sodium dodecyl sulfate) 
SLE systemischer Lupus erythematodes 
SSC side scatter 
TBS Tris-gepufferte Salzlösung (tris buffered saline) 
TEMED Tetramethylethylendiamin 
TGF-β1 Transformations-Wachstumsfaktor-β1 (transforming growth factor-β1) 
TNF-α Tumor Nekrose Faktor-α (tumor necrosis factors-α) 
U Einheiten (unit) 
VEGF Vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor (vascular endothelial 
growth factor) 
VEGFR2 Vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor Rezeptor 2 (vascular 
endothelial growth factor receptor) 
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